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“We must not forget that when radium was discovered no one knew that 
it would prove useful in hospitals. The work was one of pure science. And 
this is a proof that scientific work must not be considered from the point 
of view of the direct usefulness of it. It must be done for itself, for the 
beauty of science, and then there is always the chance that a scientific 
discovery may become like the radium a benefit for mankind. ”  
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Membros do domínio Archaea encontram-se amplamente distribuídos na 
natureza, sendo frequentemente detectados em sedimentos, solos e 
ambientes aquáticos. Por outro lado, estudos recentes evidenciam a 
necessidade do cultivo laboratorial desses organismos, especialmente 
daqueles de ambientes não extremos, já que muitos aspectos de sua biologia 
permanecem ainda desconhecidos. Por esta razão, neste trabalho 
aprimoramos metodologias visando a obtenção de culturas de archaeas a 
partir de amostras de aquário de água doce residencial, utilizando a água 
deste aquário para a confecção dos meios de cultura. Visando favorecer o 
crescimento de archaeas oxidantes de amônia (AOAs), os meios de cultura 
foram adicionados de cloreto de amônio e suplementados com diversos 
antibióticos e antifúngicos, a fim de torná-los altamente seletivos para 
archaeas. Onze tipos coloniais foram selecionados e caracterizados quanto à 
morfologia celular por diferentes técnicas de microscopia, revelando a 
presença de células cocóides diminutas, com diâmetro médio de 1 µM, 
algumas vezes apresentando projeções celulares provavelmente envolvidas 
na adesão. Para as análises de filogenia molecular, DNA destas colônias 
foram utilizados em ensaios de PCR específicos para os genes de rRNA 16S 
dos Domínios Archaea e Bacteria e também o gene amoA, específico de 
AOAs, seguidos de sequenciamento de DNA. Os resultados revelaram que 
todas as colônias correspondiam a co-cultivos de archaeas pertencentes ao 
Filo Thaumarchaeota e bactérias dos gêneros Pandorea ou Cupriavidus. Foi 
também verificado o potencial nitrificante de algumas amostras, uma vez que 
foram detectadas sequências do gene amoA em alguns dos tipos coloniais 
selecionados. Paralelamente, foi construída uma biblioteca de genes de 
rRNA16S de Archaea, a partir do DNA total extraído de uma amostra de água 
e elementos do aquário. As análises filogenéticas desta biblioteca sugerem 
que o aquário consiste em um ambiente pouco diverso em termos da 





Members of Archaea are found on a vast range of envirnoments, including 
soils, sediments, and aquatic habitats. Recent studies stress the need of 
cultivation of mesophilic Archaea, since several physiological and biochemical 
aspects of these organisms remain unknown due to cultivation-independent 
techniques intrinsic limitations. In this work, we refined methodologies in order 
to obtain archaeal cultures from a freshwater aquarium, using the water from 
the aquarium to prepare the culture media. In order to favor the growth of 
ammonia oxidizing archaea (AOAs), the media were supplemented with 
ammonium chloride, and a number of antibiotics and antifungals. Eleven 
colonies were selected and characterized microscopically, revealing the 
presence of small coccoid cells, with an average diameter of 1 µM, 
sometimes presenting cell appendages probably involved in cell adhesion. 
Molecular phylogeny analises were performed by PCR experiments 
specifically directed to the 16S rRNA genes of Archaea and Bacteria, as well 
as to the amoA gene, found only on AOAs, followed by automated DNA 
sequencing. The results revealed that all colonies consisted of co-cultures of 
archaeal cells belonging to phylum Thaumarchaeote, with bacteria of the 
genera Pandoraea or Cupriavidus. Some colonies were also positive for the 
presence of amoA gene, suggesting a nitrification potential of these samples. 
A genomic 16S rRNA library was also constructed from a sample consisting of 
water and other elements of the aquarium. The phylogenetic analyses of this 
library suggest that probably, the aquarium corresponds to an environment 




1. Referencial Teórico 
 
1.1. O Domínio Archaea: Características gerais 
 O Domínio Archaea compreende organismos procarióticos cuja 
primeira descrição provavelmente corresponda a um relato de 1878, que 
descrevia a ocorrência de “plantas microscópicas” de pigmentação 
avermelhada encontradas no sal utilizado no processo de salga de bacalhaus 
e que conferiam a coloração avermelhada a estes peixes (Farlow, 1878). 
 Somente um século após este relato foi realizada a primeira proposta 
de separação dos organismos procarióticos em dois grupos filogenéticos 
distintos. Tal proposição baseou-se em análises comparativas de sequências 
de rRNAs 16S e 18S de organismos definidos como bactérias 
metanogênicas, com aquelas de bactérias bastante conhecidas e de 
organismos eucarióticos. A análise dos resultados demonstrou uma clara 
separação de tais organismos em três grupos filogenéticos, que passariam 
então a ser classificados como Reinos distintos. Devido à hipótese da 
provável ancestralidade do fenótipo metanogênico, os autores propuseram a 
denominação Archaebacteria para um novo Reino, composto pelas bactérias 
metanogênicas, enquanto as bactérias “verdadeiras” seriam classificadas no 
Reino Eubacteria e os eucariotos, no Reino Urcaryoto (Woese & Fox, 1977). 
 Em 1990, Woese e colaboradores publicaram um trabalho onde 
deixavam evidente que os microrganismos procarióticos apresentavam 
diferenças muito maiores que aquelas observadas em relação às sequências 
de rRNA. Esses achados ressaltavam a necessidade de uma reestruturação 
do sistema de classificação vigente até então, onde os seres vivos eram 
posicionados em cinco reinos distintos. Por esse motivo, Woese e 
colaboradores propuseram a criação de um táxon superior a Reino, 
designado Domínio. A classificação proposta em 1977 se manteria, 
substituindo-se o termo Reino por Domínio e as denominações incialmente 
propostas também sofreriam pequenas alterações. Assim, a partir desta nova 
proposta, os seres vivos passariam a ser classificados em três Domínios: 




Figura 1. Árvore filogenética representando os três Domínios da vida: 
Archaea, Bacteria e Eucarya. Os números nos ramos correspondem a 
grupos específicos de organismos, Bacteria: 1, Thermotogales; 2, 
Flavobactérias e organismos relacionados; 3, Cianobactérias; 4, Bactérias 
púrpuras; 5, Bactérias Gram-positivas; 6, Bactérias verdes e não 
sulfurosas. Archaea: Filo Crenarchaeota: 7, Pyrodictium; 8, 
Thermoproteus; Filo Euryarchaeota: 9, Thermococcales; 10, 
Methanococcales; 11, Methanobacteriales; 12, Methanomicrobiales; 13, 
Halófilos extremos. Eucarya: 14, Animais 15, Ciliados; 16, Plantas verdes; 
17, Fungos; 18, Flagelados; 19, Microsporídeos (Retirado de Woese et 
al., 1990). 
 
O Domínio Archaea é atualmente considerado um grupo monofilético 
de microrganismos procarióticos que apresentam características em comum 
tanto com Domínio Bacteria, quanto com Eucarya. Entretanto, archaeas 
também exibem traços que as distinguem dos demais organismos (Tabela 1). 
Sabe-se que sistemas envolvidos no processamento de informação desses 
microrganismos, como aparatos de replicação, transcrição e tradução, 
apresentam componentes semelhantes aos encontrados em organismos 
eucarióticos. O seu aparato metabólico, por sua vez, apresenta maior 
similaridade com aquele observado em bactérias (Riviera et al, 1998). 
Contudo, grande parte (~50%) dos genes de Archaea persiste sem função 





Tabela 1. Comparação de características entre os Domínios Bacteria, 
Archaea e Eucarya (Adaptado de Cavicchioli, 2011) 








Glicerol-3-fosfato Glicerol-1-fosfato Glicerol-3-fosfato 




Bacterianos Semelhantes aos eucarióticos Eucarióticos 
Metanogênese Não Sim Não 
 
 
 A membrana plasmática de archaeas apresenta estrutura e 
composição química distintas daquelas encontradas em células eucarióticas 
e bacterianas, consistindo em uma mono ou bicamada lipídica composta por 
cadeias laterais de hidrocarbonetos ramificados do tipo isopreno, unidas à 
molécula glicerol-1-fosfato por ligações do tipo éter. Células bacterianas e 
eucarióticas apresentam cadeias não ramificadas, compostas de ácidos 
graxos, ligadas a moléculas de glicerol-3-fosfato por ligações éster (Kates et 
al., 1993; Albers & Meyer, 2011). 
Archaeas apresentam diversas composições e estruturas relativas à 
parede celular. Uma estrutura de parede frequentemente encontrada nos 
representantes desse Domínio corresponde à camada S (Figura 2). Essa 
camada encontra-se adjacente à parede celular do microrganismo e pode 
apresentar constituição protéica ou glicoprotéica (Sleytr & Sára, 1997). Nesse 
tipo de estrutura, também observada em muitas bactérias e frequentemente 
alvo de diversos estudos nanobiotecnológicos, suas unidades monoméricas 
dispõem-se em arranjos cristalinos regulares, com capacidade de autoarranjo 




Figura 2. Modelos de camadas S de diferentes representantes do 
Domínio Archaea. Em vermelho as diferentes simetrias (A: hexagonal p3 
– Sulfolobales - , B: quadrada p4 – Desulphurococcus mobilis -  e C: 
hexagonal p6 - Thermoproteus tenax). (Adaptado de Albers &Meyer, 
2011).  
 
As várias composições de parede celular apresentadas por archaeas 
podem ser visualizadas na Figura 3. Alguns representantes metanogênicos 
apresentam polímeros similares ao peptideoglicano, encontrado na parede 
celular de bactérias, denominados pseudomureína. Entretanto, enquanto 
exemplares bacterianos apresentam ácido N-acetilmurâmico e ligações β-1,4 
entre os açúcares, a cadeia oligossacarídica das archaeas contém ligações 
do tipo β-1,3 e é composta de ácido N-acetiltalosaminurônico. Determinados 
organismos metanogênicos podem apresentar em sua parede o polímero 
fibrilar metanocondroitina, similar à condroitina encontrada em tecidos de 
vertebrados. Outros exemplos de composição de parede celular podem 
incluir polímeros de glutamilglicano, heteropolisacarídeos sulfatados ou 
apenas uma membrana externa (Kandler & Konig, 1998; Albers & Meyer, 
2011). 
Como citado anteriormente, o processamento de informação em 
archaeas assemelha-se principalmente àquele apresentado pelo Domínio 
Eucarya. No sistema de transcrição, a holoenzima da RNA polimerase II de 
archaeas apresenta subunidades extras que possuem homólogos em 
eucariotos, porém não em bactérias. Da mesma maneira, a enzima requer 
fatores de reconhecimento de promotor, incluindo proteína de ligação ao 
TATA-box (TBP) e fator de transcrição B (TFB). Para a tradução, são 
necessários mais de dez fatores de iniciação para archaeas e eucariotos, 
enquanto bactérias requerem apenas três. Archaeas e bactérias 
compartilham a estrutura genômica de cromossomos circulares, porém 
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Figura 3. Diferentes composições e estrutura de paredes celulares 
encontradas em Archaea. (Retirado de Albers & Meyer, 2011).  
 
1.2. Ecologia e Taxonomia de Archaea 
 O Domínio Archaea, quando proposto originalmente por Woese e 
colaboradores em 1990, foi subdividido em dois filos, denominados 
Euryarchaeota e Crenarchaeota (Figura 1). O filo Euryarchaeota  representa 
um grupo com grande diversidade fenotípica, englobando microrganismos 
metanogênicos (exemplificados pelos gêneros Methanococcus, 
Methanosarcina), termoacidófilos (gênero Picrophilus), termófilos (ordem 
Thermococcales) e halófilos extremos (gênero Halobacterium). O segundo 
filo, Crenarchaeota, foi durante muito tempo considerado um grupo 
monolítico, com representantes termófilos e hipertermófilos (gêneros 
Staphylothermus, Thermoproteus, Thermocladium).  
Durante muito tempo acreditou-se que archaeas estavam restritas a 
ambientes inóspitos, principalmente pelo fato de os primeiros estudos 
realizados com estes organismos terem sido realizados apenas em locais 
com essas características, tais como fontes termais (Brock et al., 1972) e 
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minas ácidas de carvão (Darland et al., 1970). Embora a grande maioria de 
exemplares dos microrganismos reconhecidamente extremófilos pertençam 
ao Domínio Archaea, hoje sabe-se que que nem todos os membros 
sobrevivem em locais com condições consideradas extremas, e que nem 
todos organismos que habitam tais locais são archaeas (Cavicchioli, 2011). O 
reconhecimento da real distribuição desses microrganismos apresentou 
mudanças desde o aperfeiçoamento de técnicas independentes de cultivo, o 
que permitiu a detecção de sequências afiliadas a archaeas antes 
desconhecidas (Robertson et al., 2005). A descoberta de novas linhagens de 
archaeas mesófilas a partir de amostras de plâncton marinho (DeLong, 1992) 
precedeu estudos de descrição de archaeas nos mais variados ambientes. 
Estabelecida a ubiquidade deste domínio, representantes já foram descritos 
em uma variedade de ambientes, incluindo solos (Ochsenreiter et al., 2003; 
Catão et al., 2013), ambientes aquáticos (Francis et al., 2005), esgotos (Sun 
et al., 2014) e ambientes poluídos (Damashek et al., 2015), sistemas de 
distribuição e tratamento de água (Van der Wielen et al., 2009) aquários 
residenciais (Urakawa et al., 2008; Sauder et al., 2011) e em diversas partes 
do corpo humano. 
 Uma grande variedade de estudos descrevem a presença de 
archaeas em diferentes partes do corpo humano, como o trato intestinal 
(Hoffmann et al., 2013), vagina (Belay et al., 1990) e cavidade oral. No 
entanto, até o momento, não foram descritas archaeas diretamente 
associadas a patologias em seres humanos. Um possível papel indireto foi 
atribuído às archaeas, onde estas poderiam estimular o crescimento de 
agentes patogênicos, por exemplo, representantes metanogênicos envolvidos 
em doença periodontal. O consumo metabólico de H2 pelos metanogênicos 
poderia agir promovendo a multiplicação de patógenos fermentadores, 
favorecendo a proliferação de biofilmes periodontais (Vianna et al., 2008).  
 Da mesma maneira que a ecologia e distribuição deste domínio 
apresentou modificações profundas, a sua subdivisão em apenas dois filos 
vem sofrendo sugestões de alterações a partir da descrição de novas 
sequências de rDNA 16S de isolados encontrados em amostras ambientais.  
 Dentre os grupos propostos, encontram-se os filos Korarchaeota, 
Nanoarchaeota, Thaumarchaeota, Aigarchaeota e Geoarchaeota. A proposta 
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da criação do filo Korarchaeota (Barns et al., 1996) deu-se a partir de 
sequências ambientais obtidas em fontes hidrotermais no Parque Nacional de 
Yellowstone (EUA). O filo Nanoarchaeota (Huber et al., 2002) foi proposto 
após o isolamento de um organismo termofílico denominado Nanoarchaeum 
equitans, obtido a partir de fendas hidrotermais marinhas na Islândia. Este 
organismo apresenta-se obrigatoriamente em associação a células da 
archaea Ignicoccus hospitalis e não possui mais do que 500kb em seu 
genoma.  Um dos filo propostos e já adotado por uma série de autores e que 
será melhor abordado adiante por tratar-se de um dos tópicos desse trabalho 
consiste no filo Thaumarchaeota, o qual é composto por organismos 
predominantemente mesófilos que, em análises filogenéticas, formam um 
grupo irmão de crenarchaeotas hipertermófilas (Brochier-Armanet et al., 
2008) (Figura 4). O filo Aigarchaeota é representado pela archaea 
Caldiarchaeum subterraneum, cuja sequência foi obtida em minas de ouro no 
Japão (Nunoura et al., 2011). Porém, existe a proposição da sua inserção no 
filo Thaumarchaeota, dada a tendência à formação de clados robustos com 
organismos desse filo em análises filogenéticas e à presença de 
características normalmente encontradas em thaumarchaeotas (Brochier-
Armanet et al., 2008; Brochier-Armanet et al,  2011). Geoarchaeota (Kozubal 
et al., 2012) foi proposto a partir da análise de sequências obtidas em 
sistemas geotermais, também localizados no Parque Nacional de 
Yellowstone. Assim como em Aigarchaeota, análises filogenéticas mais 
refinadas e análises genômicas comparativas de um maior número de 
sequências indicam a inserção destes organismos como uma ramificacação 





Figura 4. Árvore filoproteômica construída a partir de sequências de 
proteínas ribossomais, apresentando os vários filos propostos e aceitos 
do Domínio Archaea (Retirado de Brochier-Armanet et al., 2011). 
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 Proposições recentes sugerem a criação de um novo táxon, 
denominado superfilo. A primeira destas envolve o superfilo TACK, que 
englobaria os filos Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota e 
Korarchaeota. De acordo com essa proposta, existiria maior parentesco 
evolutivo entre eucariotos e o superfilo TACK, devido às características em 
comum encontradas apenas entre os dois grupos, tais como a presença 
nestas archaeas de ortólogos de genes de proteínas ribossomais e fatores de 
elongação de transcrição eucarióticos. (Guy & Ettema, 2011). Um segundo 
superfilo sugerido, denominado DPANN (Rinke et al., 2013), conteria os filos 
Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota, Nanohaloarchaeota e 
Nanoarchaeota. Os organismos desse superfilo possuiriam em comum 
tamanho celular e genoma diminutos.  
 O filo Thaumarchaeota, mencionado anteriormente, engloba 
organismos antes classificados como um grupo mesófilo do filo 
Crenarchaeota, cuja importância ecológica vem sendo crescentemente 
reconhecida, uma vez que compreende todas as archaeas oxidantes de 
amônia conhecidas (Pester et al., 2011). Hoje acredita-se que os membros 
de Thaumarchaeota desempenhem papel fundamental em ciclos 
biogeoquímicos como do carbono, nitrogênio e enxofre (Cavicchioli, 2011). 
Estudos vem evidenciando a importância desses microrganismos no ciclo do 
nitrogênio não apenas em ambientes terrestres, mas também em ambientes 
aquáticos (Sauder et al., 2011; Hatzenpichler, 2012), e sugerem a obtenção 
de culturas laboratoriais destes organismos como instrumento chave para 
elucidação de aspectos fisiológicos, entre outros. 
 
 
1.3. Archaeas e o ciclo do Nitrogênio   
 Todos os organismos vivos necessitam de nitrogênio para a síntese 
de biomoléculas, como aminoácidos e nucleotídeos. Mesmo sendo 
extremamente abundante na atmosfera, o nitrogênio encontra-se inacessível 
para a grande maioria dos microrganismos, vegetais e animais. Apenas 
determinados microrganismos são capazes de transformar o nitrogênio 
disponível na atmosfera em compostos nitrogenados assimiláveis por 
produtores primários. A essa assimilação dá-se o nome de fixação, que 
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consiste em uma das etapas básicas do ciclo do nitrogênio (Figura 5), que 




Figura 5. Ciclo do nitrogênio (Adaptado de Ward et al., 2007). 
 
 
 Durante a etapa de fixação, o gás nitrogênio (N2) disponível na 
atmosfera é assimilado em amônia (NH3), com alto gasto de energia, dada a 
forte ligação entre os átomos da molécula de dinitrogênio. A nitrificação é 
dividida em duas etapas: na primeira, correspondente à etapa limitante do 
processo, a amônia (NH3), é oxidada em nitrito (NO2-) pela ação de 
organismos oxidantes de amônia; na segunda etapa, o nitrito é oxidado a 
nitrato (NO3-), por organismos oxidantes de nitrito. A desnitrificação é o 
processo onde o nitrato é convertido novamente a gás atmosférico inerte 
(Bernhard, 2010). Na reação de anammox, a amônia (NH3) é oxidada 
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anaerobicamente, utilizando nitrito (NO2-) como aceptor de eletróns para 
formação de nitrogênio atmosférico (Strous et al., 1999). 
 Os organismos responsáveis pelas reações do ciclo do nitrogênio 
variam de acordo com as etapas, porém em todas encontramos 
representantes do Domínio Bacteria. As archaeas apresentam papel 
importante na oxidação de amônia a nitrito, mas também podem realizar a 
fixação de nitrogênio atmosférico (Leigh, 2000) e processos de desnitrificação 
(Philippot, 2002; Offre et al, 2013).  
 Durante muito tempo acreditou-se que a oxidação de amônia era 
realizada somente por bactérias oxidantes de amônia (AOB). No entanto, 
após o isolamento e sequenciamento do genoma do organismo 
Nitrosopumilus maritimus (Könneke et al., 2005), a contribuição de archaeas 
passou a ser considerada nos ciclos de carbono e nitrogênio. Desde então, 
várias pesquisas visando a descrição de comunidades de archaeas oxidantes 
de amônia (AOAs), assim como o isolamento desses microrganismos, têm 
sido realizadas, tanto em solos (Stempfhuber et al., 2014) como em 
ambientes aquáticos (Francis et al., 2005). Os resultados obtidos até o 
momento indicam que AOAs apresentam maior abundância que AOB’s em 
uma variedade de ambientes, tais como pântanos (Herrmann et al. 2012), 
solos ácidos (Zhang et al., 2012) e outros ambientes aquáticos  (Hong et al., 
2013).  
 O gene amoA, também utilizado como marcador filogenético para 
AOAs, codifica a α-subunidade ativa da enzima amônia monooxigenase, 
responsável pela etapa na qual a amônia é oxidada a nitrito (Francis et al, 
2005). Por tratar-se de um segmento gênico conservado, foi escolhido como 
um dos marcadores moleculares para estudos de diversidade em 
microrganismos procariotos nitrificantes de amônia, paralelamente ao uso do 
gene amoB para estudos de AOB (Calvó et al, 2005).  
 Existem poucos estudos com o objetivo de investigar os 
microrganismos envolvidos no processo de nitrificação em filtros de aquários 
(Sauder et al, 2011; Urakawa et al., 2008), sendo a maioria realizados com 
organismos do Domínio Bacteria (DeLong & Hovanec, 1996; Grommen et al, 
2005; Bagchi et al., 2014).  
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 A dificuldade na obtenção de culturas de AOAs em meios artificiais é 
evidenciada pelo pequeno número de isolados descritos até o momento. Em 
2005 foi descrita a primeira cultura laboratorial de uma AOA, Nitrosopumilus 
maritimus (Könneke et al., 2005), adquirida a partir de um aquário de água 
salobra. Até hoje, esse isolamento ainda representa uma das três únicas 
culturas puras de AOAs obtidas, visto que a vasta maioria das culturas de 
archaeas mesófilas consistem em co-cultivos de archaeas e bactérias. 
  Desde o isolamento desse microrganismo, foram descritos apenas 
outros cinco gêneros cujo crescimento foi obtido com sucesso: Nitrosocaldus, 
Nitrososphaera, Nitrosotalea, Nitrosoarchaeum e Nitrosotenius.   
 Nitrosocaldus yellowstonii (De la Torre et al., 2008), Nitrososphaera 
gargensis (Hatzenpichler et al, 2008) e Nitrosotenuis uzonensis (Lebedeva et 
al, 2013) são representantes termófilos, obtidos em co-culturas contendo 
bactérias, a partir de amostras de fontes termais do parque Yellowstone, da 
Sibéria e da Península Kamchatka – Rússia, respectivamente.   
 Em 2011, foram descritas duas linhagens do gênero Nitrososphaera 
obtidas a partir de solos de jardins da Universidade de Viena. Uma dessas 
linhagens, EN76, tornou-se a segunda das três culturas puras de AOAs 
reconhecidas, denominada Nitrososphaera viennensis (Tourna et al., 2011). 
Neste mesmo ano foi descrito o co-cultivo de Nitrosoarchaeum koreensis 
(Jung et al., 2011) e bactérias, a partir de amostras de ambientes estuarinos. 
 A terceira AOA obtida em cultura pura corresponde à acidófila 
Nitrosotalea devanaterra (Lehtovirta-Morley et al, 2014), isolada 
primeiramente em co-cultivo (Lehtovirta-Morley et al, 2011) a partir de um 
solo agricultável na Escócia.  
 
1.4. Importância do Cultivo de membros do Domínio Archaea 
 O termo “grande anomalia da contagem em placa”, refere-se à 
discrepância entre o número de organismos visualizados ao microscópio e o 
número de organismos cultivados em meios artificais, quando se analisa uma 
amostra natural (Staley & Konopka, 1985). Dadas as dificuldades de cultivo 
de organismos em meios artificiais, a utilização de técnicas moleculares 
independentes de cultivo resultou na descrição de diversas comunidades 
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ambientais em termos de riqueza, abundância e relações filogenéticas nunca 
antes imaginadas (Pace, 1997; Rinke et al., 2013). Para tanto, foram 
empregadas diversas metodologias DNA-dependentes, tais como 
metagenômica, PCR quantitativa, RFLP (Restriction Fragment Lenght 
Polymorphism), microarranjo de DNA, eletroforese em gel desnaturante com 
gradiente (DGGE) e sequenciamento shotgun de DNA (McInerney et al., 
2001; Schleper et al., 2005). As sequências geradas revelam que o número 
de microrganismos cultivados em laboratório representa uma parcela ínfima 
da riqueza e abundância de espécies encontradas em comunidades 
microbianas naturais (Wintzingerode et al., 1997; Handelsman, 2004), como 
ilustrado na Figura 6. 
 
 
Figura 6. Número de filos, considerando-se representantes cultivados e 
não cultivados dos Domínios Bacteria e Archaea, identificados desde 
1987 (Retirado de Allain & Querellou, 2009).  
 Ainda hoje, grande parte do conhecimento acerca da totalidade de 
microrganismos advém de técnicas independentes de cultivo. Entretanto, 
existem limites para a interpretação dos dados gerados em estudos 
envolvendo sequências gênicas de rRNA 16S ou metagenômica (Rappé & 
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Giovannoni, 2003). Por vezes, o resultado consiste na deposição de 
sequências de DNA com função desconhecida ou anotação incorreta de 
genes em bancos de dados (Allers & Mevarech, 2005; Graham et al., 2005; 
Allain & Querellou, 2009). Com isso, criou-se um novo cenário: a retomada 
de técnicas que possibilitem o cultivo de microrganismos até então descritos 
apenas por técnicas metagenômicas, a fim de suprir as lacunas geradas 
pelas mesmas. 
 Mesmo considerando novas proposições metodológicas, o 
estabelecimento de cultivo de microrganismos em meios artificiais ainda 
ocorre de forma extremamente lenta. Fatores como a ausência de 
comunicação intercelular, composição e seletividade dos meios de cultura 
utilizados e qualidade das fontes de carbono e nitrogênio afetam diretamente 
a eficiência do cultivo.  
 Em relação ao cultivo de Archaea, a grande maioria dos isolados 
obtidos com sucesso em meios artificiais consiste em espécies naturalmente 
encontradas em condições ambientais extremas, tais como fontes sulfurosas, 
lagoas hipersalinas ou fendas hidrotermais (DeLong, 2003). De modo geral, o 
estabelecimento de culturas de archaeas extremófilas é considerado 
relativamente simples devido à potencial ausência de organismos 
considerados “contaminantes” nestes ambientes. Archaeas metanogênicas  
formam outro grupo de Archaea cujo cultivo em meios artificiais vem sendo 
realizado há várias décadas (Widdel, 1986). Por outro lado, o cultivo de 
archaeas de ambientes mesófilos ainda consiste em um grande desafio, 
especialmente devido à complexidade das comunidades microbianas 
presentes em tais ambientes, bem como a ausência de informações sobre a 
Biologia destes organismos.  
 Dentre as novas propostas visando o cultivo de organismos coletados 
de amostras naturais, uma das abordagens consiste no preparo de meios de 
cultura que apresentem composição similar à amostra original, como por 
exemplo, água marinha ou água doce esterilizadas e adicionadas de 
suplementos (Könneke et al., 2005; Park et al., 2010). Outros estudos 
obtiveram sucesso utilizando meio mineral (Tourna et al., 2011)  ou meios 
com uma quantidade maior de suplementos (Lebedeva et al., 2013). Uma 
alternativa interessante proposta por Kaeberlein e colaboradores em 2002 
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consiste na utilização de câmaras de difusão. Tal dispositivo consiste em dois 
anéis metálicos montados de forma a conter, em seu interior, membranas 
filtrantes com poros de diâmetro suficiente à passagem dos nutrientes, mas 
não de microrganismos. Durante sua montagem, é adicionado o inóculo 
embebido em ágar entre as membranas e o sistema é finalmente vedado e 
inserido no local da coleta da amostra, onde permanece por períodos 
variáveis de tempo, sendo examinado quanto ao crescimento microbiano. 
Esta abordagem tem a vantagem de permitir que o inóculo estabeleça 
contato com os nutrientes e produtos presentes em seu ambiente natural, 
sem permitir a entrada de outros organismos na cultura. Este tipo de 
estratégia mostrou-se especialmente eficiente quando utilizado em ambientes 
aquáticos. 
 Outras técnicas vem sendo empregadas com o objetivo de eliminar a 
população bacteriana, tais como uso de antimicrobianos com alvos 
moleculares específicos para o Domínio Bacteria, processos de filtração, 
diluição seriada das culturas (Blainey et al., 2011) e citometria de fluxo (De la 
Torre et al., 2008). 
 Mesmo apresentando dificuldades, o cultivo de AOAs permanece 
como uma das figuras centrais nos estudos acerca do filo Thaumarchaeota. 
O sucesso no cultivo desses organismos em meios artificiais contribuirá para 
estudos visando elucidar o papel metabólico de archaeas nos ciclos 
microbianos do nitrogênio e carbono, tanto em ambientes aquáticos quanto 
em terrestres.  
 
1.5. Potencial Biotecnológio do Domínio Archaea 
 Abordagens envolvendo o potencial biotecnológico de archaeas até 
hoje envolvem, em grande maioria, o isolamento de extremoenzimas, obtidas 
a partir de organismos termófilos. Atualmente, algumas dessas enzimas, 
como lipases, proteases ou aquelas que hidrolisam glicose, são utilizadas 
para aperfeiçoamento de processos de manufatura de papel, formação de 
biomassa e processamento de amido (Cardoso et al., 2003).  
 Uma das maiores contribuições de archaeas à biologia molecular 
corresponde à DNA polimerase termoestável Pfu, obtida de Pyrococcus 
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furiosus. A Pfu é uma DNA polimerase termoestável, extremamente eficiente, 
com taxa de erro até 10 vezes menor ensaios de PCR, quando comparada à 
tradicional Taq DNA polimerase, isolada da bactéria Thermus aquaticus 
(Alquéres et al., 2007).   
 Em relação ao Domínio Bacteria, vários trabalhos descrevem 
aplicações biotecnológicas da camada S, devido à sua capacidade de auto-
organização homogênea, podendo resultar na obtenção de nanopartículas ou 
estruturas organizadas, carreadores de moléculas de interesse. Dentre as 
aplicações já descritas para proteínas S de bactérias podemos citar o 
desenvolvimento de vacinas, kits diagnósticos, membranas de ultrafiltração, 
dispositivos de biocatálise e construção de biosensores (Egelseer et al., 
2009; Sleytr & Sára, 1997; Ilk et al., 2011). Embora o estudo de proteínas de 
camada S do Domínio Archaea esteja ainda em fase inicial, o mesmo 
justifica-se pelo fato destas proteínas apresentarem a capacidade de 
formação de nanoestruturas menores que aquelas obtidas a partir de 
proteínas bacterianas (Selenska-Pobell et al., 2011). Assim, a detecção 
dessa estrutura em novas linhagens cultivadas de archaea poderá permitir a 






2.1.    Objetivo Geral 
 
• Filogenia e cultivo de membros de Domínio Archaea a partir de um 
aquário residencial de água doce. 
 
2.2.     Objetivos Específicos 
 
• Obtenção de culturas de Archaea em meios artificiais seletivos; 
• Caracterização morfológica dos microrganismos cultivados; 
• Caracterização filogenética das culturas obtidas por meio do 
sequenciamento do gene de rRNA 16S; 
• Verificação do potencial nitrificante das archaeas cultivadas; 
• Caracterização filogenética da diversidade da comunidade de Archaea 
presente no ambiente do aquário, por meio do sequenciamento do 
gene de rRNA 16S.   
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3. Materiais e Métodos 
 
3.1. Coleta das amostras  
 A amostra utilizada para a obtenção de culturas em meios artificiais 
foi obtida a partir de um aquário de água doce de 200 litros, equipado com luz 
artificial e localizado em uma residência na área urbana do Distrito Federal, 
Brasil. O aquário possuía em sua composição cerca de 5 variedades de 
peixes e era mantido em temperatura média de 28ºC e pH na faixa de 6,5. 
 Esta amostra consistiu em uma mistura heterogênea, composta pela 
água circulante, sedimento próximo às plantas ornamentais, fragmentos de 
membrana de pré-filtração, água presente no sistema de recirculação e 
esferas porosas de cerca de 1 cm de diâmetro, utilizadas como substrato 
para os processos de mineralização de compostos orgânicos e denitrificação 
do aquário. Todos os elementos constituintes da amostra foram 
acondicionados em um mesmo frasco plástico, que imediatamente após a 
coleta foi transportado ao laboratório. 
 Uma segunda amostra (denominada amostra do aquário), composta 
principalmente pela água circulante e esferas porosas, foi coletada em um 
momento posterior, sendo utilizada diretamente para a extração de DNA e 
análise da comunidade de Archaea presente no aquário. 
  
3.2. Preparo dos meios e condições de cultivo 
 A água circulante do aquário, utilizada como substrato para a 
preparação do meio de cultura, foi submetida a análises químicas com o 
objetivo de mensurar compostos orgânicos e inorgânicos presentes no 
sistema que poderiam influenciar no crescimento dos microrganismos. As 
análises foram realizadas no Laboratório de Análise de Águas do 
Departamento de Engenharia Civil e Ambiental da UnB.  
 Os meios de cultura para Archaea foram confeccionados utilizando-
se a água do aquário submetida à esterilização por filtração e, em seguida, 
autoclavada. Para a confecção de meios sólidos, foi adicionado ágar, na 
concentração final de 2% aos meios líquidos.  
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 Visando tornar os meios seletivos para Archaea, foram adicionados 
diversos agentes antimicrobianos, conforme apresentado na Tabela 2. Estes 
agentes foram adicionados de forma sequencial. Inicialmente, foi utilizada 
apenas ampicilina, seguida dos agentes antifúngicos Anfotericina B e 
Itraconazol quando houve proliferação de células fúngicas. Em seguida, 
foram adicionados estreptomicina, polimixina B e cloranfenicol. Visando 
eliminar as bactérias das culturas, novos antibióticos foram sequencialmente 
testados em meio sólido, sem a adição dos antibióticos de fluxo contínuo 
(identificados na Tabela 2. 
 Com o objetivo de enriquecer as culturas com archaeas oxidantes de 
amônia (AOA), os meios foram adicionados de cloreto de amônio (NH4Cl), na 
concentração final de 1mM.  
 Todas as culturas foram mantidas em estufa a 28ºC durante o 
decorrer o trabalho.   
 
Tabela 2.  Agentes adicionados aos meios de cultura 
 Concentração Estoque Concentração de Uso 
Ampicilina* 50 mg/ml 100 µg/ml 
Estreptomicina* 25 mg/ml 50 µg/ml 
Polimixina B* 50 mg/ml 50 µg/ml 
Cloranfenicol* 20 mg/ml 20 µg/ml 
Doxicilina 50 mg/ml 20 µg/ml 
Norfloxacina 30 mg/ml 200 µg/ml 
Kanamicina 50 mg/ml 50 µg/ml 
Carbenicilina 50 mg/ml 100 µg/ml 
Anfotericina B* 30 mg/ml 20 µg/ml 
Itraconazol* 4 mg/ml 0,25 µg/ml 
*Antimicrobianos de uso contínuo 
 
 
 Visando a realização de análises fisiológicas, tais como a 
determinação dos valores ótimos de pH e temperatura das culturas, amostras 
de todos os tipos coloniais foram inoculadas em meios de cultura líquidos. As 
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culturas foram mantidas em tubos de vidro estéreis a 28ºC, sob agitação de 
150 RPM. 
 
3.3. Caracterização Morfológica das amostras Cultivadas  
 3.3.1. Microscopia óptica 
 As análises de microscopia óptica foram realizadas a partir de 
esfregaços corados pelo método de Gram. Para tanto, 1mL das culturas 
líquidas foram transferidas para tubos tipo eppendorf. No caso das culturas 
em meios sólidos, alíquotas das colônias colhidas com palitos estéreis foram 
adicionadas a tubos contendo 200 µL de PBS 1x (1,37M de NaCl, 27 M de 
KCl , 81 mM de NaH2PO4 e 15 mM de KH2PO4 em pH 7,2 e diluído 10 
vezes). Os tubos contendo as células foram centrifugados a 3500 g por 5 
minutos e o sobrenadante, descartado. Os sedimentos foram ressuspensos 
em 50 µL, transferidos para lâminas de vidro limpas, sendo os esfregaços 
secos e fixados pelo calor, em Bico de Bunsen. As lâminas foram então 
submetidas à coloração de Gram, de acordo com protocolo padrão e 
observadas ao microscópio óptico comum em aumento de 1000X.  
 Com o intuito de comparar o tamanho e morfologia celulares, 
representantes de Bacillus sp. e da colônia Delta foram misturadas em um 
tubo eppendorf contendo 300 µL de água destilada. Os tubos foram 
centrifugados a 3500 g por 5 minutos e o sedimento transferido para uma 
lâmina de vidro limpa. O esfregaço foi seco e fixado pelo calor, corado com 
fucsina e analisado ao microscópio.  
 
 3.3.2. Microscopia eletrônica de varredura - MEV 
 Alíquotas das colônias foram retiradas dos meios de cultura com o 
auxílio de alça de níquel-cromo estéril, sendo então transferidas para tubos 
tipo eppendorf contendo fixador Karnovsky. A preparação da amostra seguiu 
protocolo padrão para microscopia de varredura (Castro et al., 2001).  
 As lamínulas contendo as amostras foram analisadas no Laboratório 
de Microscopia Eletrônica da Universidade de Brasília, com equipamento Jeol 
JSM-10001F.  
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 3.3.3. Microscopia eletrônica de transmissão - MET 
 Dois tipos coloniais distintos, denominados Pi e Delta, foram 
selecionados para protocolo de contrastação negativa, por apresentarem 
morfologias coloniais distintas. As análises foram realizadas no Laboratório 
de Microscopia Eletrônica da Universidade de Brasília, com o equipamento 
Jeol 1001.  
 As células foram ressuspensas em tubos eppendorfs contendo 200 
µL de tampão PBS 1x e centrifugadas a 3500 g por 5 minutos. Essa etapa foi 
repetida três vezes e, ao final, o máximo de sobrenadante foi descartado, 
permanecendo cerca de 50 µL em cada tubo. A suspensão celular foi 
adicionada a uma grade de cobre de 200 mesh, tratada previamente com 
filme de poliacetato de vinila (FORMVAR). Após 5 minutos, o excesso de 
tampão foi retirado da grade para secagem do material.  
 Cada amostra foi submetida a um tipo de contrastação: com acetato 
de uranila 1% para a amostra Pi e com tetróxido de ósmio (OsO4) para a 
amostra Delta. A grade com a amostra Pi foi banhada com uma gota de 
acetato de uranila e incubada em ambiente livre de luz por 5 minutos. Em 
seguida, o excesso do reagente foi retirado com auxílio de uma folha de 
lenço de papel, para secagem da amostra. A grade de Delta foi incubada 
durante meia hora em um recipiente fechado e forrado com material absortivo 
que continha em uma extremidade uma gota de tetróxido de ósmio e, na 
extremidade oposta, a grade da amostra.   
 
 3.3.4. Microscopia de força atômica - MFA 
 As mesmas amostras Pi e Delta foram selecionadas para análise por 
microscopia de força atômica, realizada no Laboratório de Espectrometria de 
Massa (PBI) da Embrapa – Cenargen, de acordo com protocolo padrão 
realizado naquele laboratório.  
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3.4. Análises de filogenia molecular  
 3.4.1. Extração de DNA das colônias obtidas 
 Os diferentes tipos coloniais obtidos durante o cultivo foram 
submetidos à extração de DNA com o kit Wizard® SV 96 GENOMIC DNA 
Purification System (Promega™) segundo protocolo do fabricante, com 
pequenas moficações.  
 As células foram ressuspensas em tubos tipo eppendorf estéreis 
contendo 100 µL de PBS 1x e centrifugadas a 3500 g por 4 minutos à 
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e, em seguida, foi 
adicionada a cada tubo uma Solução de Digestão descrita pelo fabricante no 
protocolo de extração de DNA de tecido. As células foram então incubadas 
por 90 minutos a 55ºC, em banho seco. As amostras tratadas foram 
adicionadas de 150 µL de tampão de lise disponibilizado pelo kit. A partir 
desta etapa, a extração seguiu o protocolo de “Extração de DNA Genômico 
de Culturas de Células de Tecidos”, disponibilizado no kit.  
   A qualidade da extração foi avaliada por eletroforese em gel de 
agarose 1% corado com brometo de etídeo (10 mg/ml) e por 
espectrofotômetro Nanovue®, disponível no Departamento de Genética e 
Morfologia da UnB.  
 
 3.4.2. Extração de DNA da amostra do aquário 
A extração de DNA foi realizada utilizando-se  Powersoil DNA Isolation Kit 
(MO-Bio Laboratories), de acordo com o protocolo do fabricante. Foram 
utilizadas 0,5 g da amostra original e a eficiência da extração foi avaliada em 
gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo (na concentração final de 
10 mg/ml) e por espectrofotômetro Nanovue®. 
 
 3.4.3. Experimentos de PCR e Iniciadores utilizados  
  O DNA extraído das colônias obtidas, assim como o DNA da 
amostra do aquário, foram submetidos a ensaios de PCR dirigidos ao gene 
de rRNA 16S de Archaea, empregando-se os iniciadores 21f - 958r (DeLong 
et al., 1992) e 519f - 915r (Coolen et al, 2004), como ilustrado na Tabela 3. 
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Na técnica de Nested PCR, após a reação com os iniciadores 21f - 958r, uma 
alíquota de cada sistema de reação foi utilizada como DNA molde na PCR 
seguinte, empregando-se os iniciadores 519f - 915r. 
 Visando analisar se os tipos coloniais obtidos consistiam em culturas 
puras de Archaea ou em co-cultivos, o DNA das colônias também foi 
submetido a ensaios de PCR com o par de iniciadores 27f - 1492r (Tabela 3), 
específico para sequências do gene de rRNA 16S do Domínio Bacteria 
(Weisburg et al., 1991).  
 Com o objetivo de verificar a presença de archaeas oxidantes de 
amônia (AOA) nas culturas obtidas, o DNA dos diferentes tipos coloniais foi 
também submetido, a ensaios de PCR com iniciadores dirigidos para o gene 
amoA de Archaea, amoAf - amoAr (Francis et al, 2005).  
 
Tabela 3. Iniciadores específicos utilizados nos ensaios de PCR 
Iniciador Sequência Produto 
esperado 
21f – 958r 
 (DeLong et al., 
1992) 
21f: 5’ TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA 3’ 
958r: 5’ YCC GGC GTT GAM TCC AAT T 3‘ 937 pb  
519f – 915r 
 (Coolen et al, 
2004), 
519f: 5’ CAG CCG CCG CGG TAA 3‘ 
915r: 5’ GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT 3‘ 396 pb 
27f – 1492r 
(Weisburg et al., 
1991) 
27f: 5’ AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’ 
1492r: 15’ GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3’ 1465 pb 
amoAf - amoAr 
(Francis et al, 
2005). 
amoAF: 5' STA ATG GTC TGG CTT AGA CG 3' 




 As concentrações dos reagentes utilizados e as condições 
empregadas nos ensaios de PCR são apresentadas nas Tabelas 4 a 8. 
 Todos os ensaios de PCR foram realizados em termociclador MJ 
Research PTC-100 (Peltier Thermal Cycles) em reações de 50 µL, contendo 
5 ng de DNA. Em todos os experimentos dirigidos ao gene de rRNA 16S de 
Archaea, foram utilizados DNA de Escherichia coli ou Salmonela sp., como 
controle negativo. Nessas reações, o DNA extraído da amostra do aquário foi 
utilizado como controle positivo. Nos ensaios de PCR específicos para o 
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gene de rRNA 16S de Bacteria, o DNA de bactérias foi utilizado como 
controle positivo. 
 
Tabela 4. Concentração dos reagentes utilizados nos ensaios de PCR 
Reagente Concentração de uso 
Tampão de Reação 1 x 
MgCl2 1,5 mM 
BSA 400 ng/µl 
Iniciador F 0,5 µM 
Iniciador R 0,5 µM 
dNTPs 200µM 
Taq DNA polimerase 1,25 U 
 
 A qualidade dos produtos de amplificação foi avaliada por 
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo (na 
concentração final de 10 mg/mL). O tamanho dos fragmentos foi comparado 
aos fragmentos dos marcadores de massa molecular 1 kb Plus DNA ladder e 
1 kb DNA ladder (Invitrogen).  
 
Tabela 5. Condições utilizadas nas PCR com os iniciadores 21f - 958r 
(Nested 1) 
Desnaturação a 94°C/5 minutos 
Desnaturação a 94ºC/1 minuto 
Anelamento a 55°C/1 minuto 
Extensão a 72ºC/1,30 minuto 
Repetição dos passos 2 a 4 por 29 vezes 
Extensão final a 72°C/5 minutos 




Tabela 6. Condições utilizadas nas PCR com os iniciadores 519f – 915r 
(Nested 2) 
Desnaturação a 94°C/30 segundos  
Desnaturação a 94ºC/30 segundos 
Anelamento a 57°C/40 segundos 
Extensão a 72ºC/50 segundos 
Repetição dos passos 2 a 4 por 29 vezes 
Extensão final a 72°C/5 minutos 
Manutenção a 4ºC 
 
 
Tabela 7. Condições utilizadas nas PCR específicas para o Domínio Bacteria 
Desnaturação a 94°C/5 minutos 
Desnaturação a 94ºC/1 minuto 
Anelamento a 55°C/1 minuto 
Extensão a 72ºC/2 minuto 
Repetição dos passos 2 a 4 por 29 vezes 
Extensão final a 72°C/10 minutos 
Manutenção a 4ºC 
 
 
Tabela 8. Condições utilizadas nas PCR para o gene amoA 
Desnaturação a 95°C/5 minutos 
Desnaturação a 95ºC/45 segundos 
Anelamento a 53°C/1 minuto 
Extensão a 72ºC/1 minuto 
Repetição dos passos 2 a 4 por 29 vezes 
Extensão final a 72°C/15 minutos 




 3.4.4. Purificação dos produtos de PCR 
 Os produtos amplificados a partir do DNA das colônias foram 
purificados utilizando-se o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 
(Promega), de acordo com as intruções do fabricante, e enviados diretamente 
ao sequenciamento de DNA, sem qualquer etapa prévia de clonagem e 
transformação. 
 
 3.4.5. Clonagem dos produtos amplificados em vetor pGEM-T Easy e 
transformação de células de Escherichia coli 
 Os produtos de PCR obtidos a partir do DNA da amostra do aquário 
foram ligados ao vetor pGEM-T Easy (Promega) de acordo com as instruções 
do fabricante. Os sistemas de ligação foram incubados por 1 hora à 
temperatura ambiente e armazenados em geladeira por aproximadamente 18 
horas.  
  3.4.5.1. Preparação de células competentes de E. coli DH5α 
para transformação por choque térmico 
 Uma colônia de E. coli DH5-α foi inoculada em 5 mL de meio LB 
líquido e incubada em estufa, a 37ºC, por uma noite. Após esse período, 300 
µL desta cultura foram inoculados em um frasco contendo 30 mL de meio LB, 
incubado sob agitação de 220 rpm a 37ºC até que a cultura atingisse uma 
OD600 entre 0,2 e 0,3. A cultura foi então transferida para tubos de plástico 
estéreis e centrifugada a 1250 g por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 
descartado e as células ressuspensas delicadamente em 15 mL de solução 
de CaCl2 100 mM gelada e incubadas em gelo, por um período de 20 a 30 
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 g por 10 
minutos a 4ºC, o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspenso em 1 
mL de solução de CaCl2 100 mM gelada. Os sistemas de transformação 
foram então incubados em gelo por um período mínimo de 1 hora. Após esse 
período, alíquotas de 100 µl das células tratadas foram adicionadas a tubos 
contendo de 5 ou 10 µL dos sistemas de ligação, que foram incubados em 
gelo por 30 minutos. Ao término deste tempo, os tubos foram transferidos 
para um banho a 37ºC e incubados por 5 minutos. Em seguida, 1mL de meio 
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LB foi adicionado a cada sistema, os quais foram incubados em estufa a 
37ºC, por 1 hora. Após o período de incubação, alíquotas de 25 a 150 µL de 
cada sistema de transformação foram inoculados com auxílio de pérolas de 
vidro estéreis em placas com ágar LB, adicionado de IPTG (0,5 mM), Xgal 
(0,00625%) e ampicilina (150 µg/mL). As placas foram então incubadas em 
estufa a 37ºC por uma noite. 
 
 3.4.6. Extração de DNA plasmidial por lise alcalina (adaptado de 
Dagert & Ehrlich, 1979) 
 Alíquotas das colônias recombinantes foram transferidas para tubos 
de vidro estéreis contendo 5 mL de meio LB suplementado com ampicilina 
(100 µg/mL) e incubados a 37ºC por uma noite. Nesta etapa foram também 
preparados estoques dos clones recombinantes em glicerol, na concentração 
final de 35%. 
 As culturas resultantes foram transferidas para tubos tipo eppendorf e 
centrifugadas a 3500 g por 5 minutos à temperatura ambiente, sendo o 
sobrenadante descartado. Quando necessário, tal procedimento foi repetido, 
a fim de promover um maior acúmulo de células.  
 Os sedimentos foram ressuspensos em 100 µL de Solução I (50 mM 
de Glicose, 25 mM de Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8) e incubados à 
temperatura ambiente por 5 minutos. Foram então adicionados 200 µL de 
Solução II (0,2 NaOH, 1% SDS - preparada no momento de uso) e os tubos 
incubados em gelo por 5 minutos. Findo o tempo, foram adicionados 150 µL 
de Solução III (3 M Acetato de Potássio, 2 M Ácido Acético glacial, pH 4,8) e 
os sistemas novamente incubados por 5 minutos em gelo. Os tubos foram 
então centrifugados a 12000 g por 5 minutos a 4ºC. Os sobrenadantes foram 
transferidos para novos tubos tipo eppendorf, adicionados de 6 µL de RNAse 
A (20 mg/mL) e incubados a 37ºC por 1 hora. Em seguida, foi adicionado 1 
volume de clorofane (25 fenol : 24 clorofórmio : 1 álcool iso-amílico) a cada 
tubo e os mesmos foram homogeneizados e centrifugados a 7000 g por 3 
minutos a 4ºC. Após a centrifugação, a fase aquosa foi transferida para um 
novo tubo e adicionada de 3 volumes de etanol 100% gelado. Os tubos foram 
mantidos por uma noite a -20ºC e centrigurados a 12000 g por 5 minutos a 
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4ºC. O etanol 100% foi descartado, 300 µL de etanol 70% gelado foram 
adicionados aos tubos, que foram então novamente centrifugados a 12000 g 
por 5 minutos a 4ºC. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os tubos 
invertidos, para secagem do sedimento, à temperatura ambiente. O DNA foi 
ressuspenso em 50 µL de H2O milli-Q e analisado por eletroforese em gel de 
agarose 1% corado com brometo de etídeo. 
 
 3.4.7. Sequenciamento de DNA  
 Os fragmentos amplificados a partir do DNA das colônias foram 
diretamente sequenciados, em placas de 96 poços, no Laboratório de 
Biologia Molecular da Universidade de Brasília, no sequenciador automático 
ABI B730 da Applied Biosystems, e no Laboratório de Biotecnologia da Pós-
Graduação em Ciências Genômicas e Biotecnologia da Universidade Católica 
de Brasília (UCB). Na UCB, foi utilizado sequenciador automático ABI 3130 
XL da Applied Biosystems. Para estes fragmentos foram empregados tanto o 
iniciador 519f quanto o iniciador 27f, dependendo do sequenciamento em 
questão.  
 O sequenciamento do DNA da biblioteca originada a partir da 
amostra do aquário foi realizado no Laboratório de Biologia Molecular da 
Universidade de Brasília, em placas de 96 poços. Para estes fragmentos foi 
empregado o iniciador 519f.  
 O sequenciamento dos amplicons gerados nos ensaios de PCR com 
iniciadores dirigidos ao gene amoA foram realizados por meio dos serviços 
da empresa Macrogen®, com o sequenciador automático ABI 3730 XL da 
Applied Biosystems. No caso desses fragmentos, foram enviados dois tubos 
de cada amostra, de modo que fosse realizado o sequenciamento com 
ambos os iniciadores, tanto amoAf quanto amoAr.  
 
 3.4.8. Análises de Bioinformática 
 As sequências de DNA foram selecionadas de acordo com a 
qualidade com o algoritmo PHRED (Ewing, 1998). A análise foi realizada 
online, com a ferramenta Electropherogram quality analysis 
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/), onde foram selecionadas 
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sequências com valor de PHRED superior a 20. Essa ferramenta também 
possibilitou a remoção das sequências relativas ao vetor de clonagem 
utilizado.  As sequências da biblioteca de clones referentes à amostra do 
aquário foram também analisadas pelo programa Bellerophon (Huber et al, 
2004), disponível em http://comp-bio.anu.edu.au/bellerophon/bellerophon.pl, 
em busca de quimeras. 
 As sequências consideradas de boa qualidade foram submetidas a 
análises comparativas empregando-se a ferramenta BLASTN contra o banco 
de dado não redundante do National Center for Biotechnology Information - 
NCBI (Altschul et al., 1990) e o banco de dados do Ribossomal Database 
Project - RDP, por meio da ferramenta Classifier (Wang et al., 2007). Todas 
as sequências que apresentaram identidade igual ou superior a 90% com 
sequências previamente depositadas nos bancos de dados foram 
consideradas válidas para este trabalho.  
 As sequências válidas foram alinhadas por meio do algoritmo NAST 
(DeSantis et al., 2006), disponibilizado no site Greengenes 
(http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi). Este algoritmo gera colunas 
formadas por lacunas, que foram filtradas por meio do programa MOTHUR 
(Schloss et al., 2009). As sequências foram então editadas manualmente 
pelo programa Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html).  
 No caso das sequências geradas pela biblioteca de clones, o 
programa MOTHUR também foi utilizado para estimar a riqueza de unidades 
taxonômicas operacionais (OTUs) por meio dos índices de Ace e Chao, 
relacionados à diversidade alfa da comunidade do aquário. Para a construção 
de curvas de rarefação, os limites considerados foram de 80% para nível 
taxonômico de filo, 90% para classe, 95% para gênero e 97% para espécie.  
 As árvores filogenéticas foram construídas por meio do programa 
MEGA (Tamura et al., 2013), empregando-se os métodos de Neighbor joining 
e de Máxima Verossimilhança, dependendo da árvore construída. Todas as 
árvores tiveram a sua robustez verificada com bootstrap de 1000 réplicas. Em 
todas as árvores construídas a partir do método de máxima verossimilhança 




4. Resultados e Discussão  
4.1. Coleta das amostras e cultivo de Archaea em meios artificiais 
 A coleta das amostras foi realizada em um aquário de água doce 
residencial, estabilizado, de aproximadamente 20 anos. Aquários novos 
regularmente apresentam picos de amônia associados à falta de organismos 
nitrificantes no sistema. A coleta foi realizada aproximadamente 15 dias 
depois do mesmo ter passado por procedimentos de limpeza periódica de 
manutenção. Entre dois processos de limpeza consecutivos, o aquário passa 
por um ciclo de estabelecimento de equilíbrio. Determinado tempo após esse 
período, devido à constante reciclagem da água e ao acúmulo de excretas 
tóxicos, o ecossistema encontra-se novamente em desequilíbrio, o que 
demanda a limpeza periódica. Por esse motivo, tantos as amostras como os 
volumes adicionais de água utilizados para a confecção dos meios de cultura 
foram coletados em períodos intermediários entre os procedimentos de 
limpeza.   
 A água circulante do aquário, quando submetida às análises 
químicas, gerou os dados presentes na Tabela 9. Para fins comparativos, 
foram também incluídos nesta tabela os valores considerados normais para 
os padrões de potabilidade. As análises revelaram pequenas quantidades de 
amônia, resíduo nitrogenado excretado por peixes e outros organismos 
aquáticos, considerado um fator limitante na criação de peixes (Tomasso, 
1994). Em soluções aquosas encontramos amônia dissolvida não ionizada 
(NH3) e a sua forma ionizada (íon amônio, NH4+), sendo que os efeitos 
tóxicos desse excreta na água podem ser relacionados principalmente à sua 
forma não ionizada (Martínez et al., 2006). A quantificação da amônia nessa 
forma apresentou valor de 0,22mg/L, considerado alto para alguns sistemas 
aquáticos (Bianco, 2011). O ciclo do nitrogênio envolve a oxidação da amônia 
a nitrito e, posteriormente, de nitrito a nitrato. As leituras indicam altos valores 
de nitrato (155,57mg/mL), considerado mediano para a criação de peixes em 
aquários de água doce (Bianco, 2011). Não foram verificados níveis 
mensuráveis de nitrito na água livre analisada. Esses resultados são 
condizentes com a origem da amostra, que consistiu na água circulante do 
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tanque, e não na água de recirculação do biofiltro. Durante o ciclo do 
nitrogênio, o nitrito corresponde à forma mais tóxica presente na água. Por 
esse motivo, os valores de referência limítrofes desse composto são 
extremamente baixos quando comparados aos limites de nitrato. Todavia, 
trata-se de um forma  altamente volátil, sendo facilmente eliminada na forma 
de gás. Por essa razão, espera-se uma maior fração de nitrato, composto 
nitrogenado menos tóxico, na água circulante, dado confirmado pelas 
análises. 
 
Tabela 9. Análise das propriedades físico-químicas da água do aquário  
Parâmetro Analisado Resultado  VMP Port. 2914/11*** 
Alcalinidade (mg/L CaCO₃) 
Amônia (mg/L NH₃) 
Cloreto (mg/L) 
Condutividade (µS/cm) 











Nitrato (mg/L como NO3-) 155,57 10 
pH 5,01 6,0 a 9,5 
Nitrito (mg/L como NO2-) - 1 
Fluoreto (mg/L como F¹-) 0,37 1,5 
Nitrogênio total (mg/L TKN*) 13 - 
Fosfato (mg/L como PO43-) 27,26 - 
Sulfato (mg/L como SO42-) 74,13 250 
Alumínio (mg/L Al ECR**) 13 0,2 
*TKN: Refere-se ao Método de análise de nitrogênio total (Kjeldahl). 
**ECR: Refere-se ao Método de análise de determinação de alumínio em água 
(Rapid Modified Eriochrome Cyanine R). 
***VMP Port. 2914/11: Dispõe sobre os procedimentos de controle e de vigilância da 
qualidade da água para consumo humano e seu padrão de potabilidade. Portaria 
2914, publicada pelo Ministério da Saúde, em 12/12/2011. 
 
  
 Visando a obtenção de culturas de diferentes archaeas e, devido ao 
desconhecimento de suas necessidades nutricionais, foi estabelecida uma 
metodologia baseada no uso de um meio de cultura com características 
similares ao ambiente de onde a amostra foi retirada. Este tipo de abordagem 
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foi empregado com sucesso, pelo uso de câmaras de difusão, mencionadas 
anteriormente (Kaeberlein et al., 2002). Outras abordagens de mimetismo 
envolvem o uso direto do ambiente original da amostra. No caso de 
ambientes aquáticos, a água é filtrada e utilizada como o próprio meio de 
cultivo. Essa técnica, além de mais simples, já havia sido testada com 
sucesso para archaeas nitrificantes (Könneke et al., 2005). 
 Assim, a água do aquário esterilizada por filtração em membranas 
com diâmetro de poros de 0,22 µm foi utilizada como meio de cultura. Como 
fonte adicional de nitrogênio, o cloreto de amônio (NH4Cl) foi utilizado por já 
ter sido descrito no cultivo de archaeas nitrificantes, como Nitrosopumilus 
maritimus (Könneke et al., 2005) e Nitrosotalea devanaterra (Lehtovirta-
Morley et al., 2011).  
 Diversos agentes antimicrobianos foram utilizados de forma contínua 
com o intuito de evitar a proliferação de células bacterianas (Tabela 10). 
Inicialmente, a amostra destinada ao cultivo foi mantida sem a adição de 
antimicrobianos. Após quatro dias, foi adicionada ampicilina, e em seguida, 
Anfotericina B, para conter a proliferação de leveduras. Após cerca de 20 
dias foi também adicionado de itraconazol, cloranfenicol, polimixina B e 
estreptomicina.  
 No entanto, mesmo  após a adição destes antimicrobianos, foi ainda 
constatada a presença de bactérias nas culturas e, por esse motivo, foram 
preparadas placas contendo novos antibióticos (Norfloxacina, Doxiciclina, 
Carbenicilina, Kanamicina), em substituição àqueles de fluxo contínuo. Após 
a extração de DNA das colônias e ensaios de PCR com iniciadores 
específicos para o Domínio Bacteria, todas apresentaram-se positivas para 
tais organismos, indicando a manutenção das culturas como co-cultivos com 
Bacteria. 
 Tendo em vista que, dentre as colônias obtidas, foram detectadas 
archaeas potencialmente oxidantes de amônia, é possível que a adição do 






Tabela 10. Agentes antimicrobianos utilizados e mecanismos de ação. 











Inibição da síntese da PC (B) 
Permeabilidade da MC (E) 
Permeabilidade da MC (E) 
Inibição da síntese protéica (B) 
Permeabilidade da MC (B) 
Inibição da síntese proteica (B) 
Inibição da síntese de DNA (B) 
Inibição da síntese protéica (B) 
Inibição da síntese da PC (B) 
Inibição da síntese protéica (B) 
(PC): Parede Celular; (MC): Membrana citoplasmática; (B): Domínio Bacteria; 
(E): Domínio Eucarya. 
 
 O monitoramento das culturas por meio de exames microscópicos de 
preparações coradas com método de GRAM foi de grande importância no 
controle do crescimento. O estágio inicial de estabelecimento das culturas foi 
marcado pela presença de grande quantidade de células fúngicas que, 
devido à adição dos primeiros antimicrobianos serem voltados ao Domínio 
Bacteria, viram-se sob baixa pressão seletiva (Thiele-Bruhn & Beck, 2005; 
Dollive et al, 2013) A partir de então, a adição de Anfotericina B e Itraconazol, 
facilitou a seleção de células procarióticas em todas as culturas.   
 
4.2. Caracterização morfológica das colônias obtidas 
 Após cerca de 50 dias de cultivo da amostra inicial, alíquotas de 20 
µL da cultura foram inoculadas em meios sólidos. Após longos períodos de 
incubação, cerca de 30 dias, foi possível selecionar tipos coloniais com 
características macroscópicas distintas. Este longo tempo de 
desenvolvimento mostrou-se condizente com aquele descrito para alguns 
tipos de Archaea já cultivadas, inclusive em trabalhos envolvendo co-culturas, 
como no caso de N. devanaterra (Krüger et al, 2008; Lehtovirta-Morley et al, 
2011). Em seu trabalho de 2011, Lehtovirta-Morley e colaboradores 
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descrevem a presença de células maiores nas culturas, observadas por 
análises de MEV em fases iniciais de crescimento, porém praticamente 
inexistentes na fase estacionária, quando os campos eram dominados por 
células claramente menores, quase imperceptíveis nas análises iniciais. 
Experimentos de FISH (Fluorescent in situ Hybridization) com sondas 
específicas para o Domínio Archaea e Bacteria durante os diferentes estágios 
de crescimento das culturas demonstraram que as células pequenas e de 
crescimento lento tratavam-se de exemplares de Archaea, enquanto as 
células de maior tamanho pertenciam ao Domínio Bacteria.  
 Dessa maneira, após 5 meses de repiques sucessivos, foram obtidos 
11 tipos coloniais que apresentavam características morfológicas macro e 
microscópicas sugestivas de Archaea, que foram nomeados de acordo com o 
alfabeto grego (Alfa, Beta, Delta, Eta, Kappa, Lambda, Mi, Pi, Psi, Rho e 
Ômega). Embora algumas colônias apresentassem aspectos macroscópico e 
microscópico similares, estas foram mantidas até a caracterização final por 
sequenciamento de DNA. 
 As amostras denominadas Eta e Pi apresentavam colônias 
achatadas, esbranquiçadas e de aspecto rizóide. O tempo para a 
visualização destas colônias dava-se entre 7 ou 8 dias após a semeadura, 
sendo seu crescimento quase imperceptível. As colônias das demais 
amostras apresentavam aspecto arredondado, brilhantes, convexas, de 




Figura 7. Aspecto macroscópico dos tipos coloniais obtidos. As imagens 
foram obtidas por visualização das placas ao microscópio óptico comum, 
com aumento de 400 vezes. 
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 A maioria das culturas laboratoriais de Archaea mesófilas foi obtida a 
partir da inoculação e manutenção das amostras em meios líquidos, o que 
facilita sobremaneira análises das características fisológicas destes 
organismos tais como, tempo de geração, temperatura ótima de crescimento 
e efeito da adição de diferentes substratos no crescimento da cultura 
(Könneke et al., 2005; Lehtovirta-Morley et al., 2011; Tourna et al., 2011.  
 Todavia, os ensaios preliminares de inoculação das amostras em 
meios líquidos revelaram que as culturas apresentavam crescimento 
extremamente lento e com pequeno número de células, impossibilitando as 
análises fisiológicas pretendidas.  
 A turvação não foi aparente em qualquer momento para os frascos 
de Eta e Pi, enquanto para o restante das amostras foi observada discreta 
turvação somente a partir da terceira semana de incubação. O crescimento 
dessas culturas foi analisado em espectrofotômetro (λ= 600nm), com o 
objetivo de estimar o crescimento das populações em meio líquido, conforme 









Figura 8. Curvas de crescimento das culturas em meios líquidos.  
 
 A análise dos gráficos revela que para nenhuma das amostras foi 
obtida uma curva de crescimento padrão, uma vez que o crescimento foi 
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limitado e lento em todas as amostras, não sendo possível a determinação 
das fases de crescimento das culturas. Apenas a amostra Rho atingiu valor 
de OD600 de 0,35 após 20 dias de incubação. Por outro lado, o crescimento 
de Eta e Pi não ultrapassou os valores de 0,04 e 0,06, respectivamente. 
Observa-se também que a maioria das culturas apresentou pico de 
crescimento no intervalo de 20 a 30 dias de incubação, seguido do 
decréscimo dos valores de absorbância, exceto no caso das amostras Beta, 
Eta, Rho e Mi. Tais análises devem ser novamente realizadas, em triplicata, a 
fim de verficar-se sua reprodutibilidade. Uma possível explicação para o 
padrão de crescimento observado pode também estar associada à presença 
de mais de um tipo de organismo nas culturas. 
 As culturas líquidas foram utilizadas para a produção de estoques 
das culturas em glicerol (concentração final de 35%), os quais apresentaram 
baixa viabilidade, de aproximadamente 6 meses.   
 
4.3. Caracterização microscópica das colônias obtidas 
 4.3.1. Microscopia óptica 
 Os diferentes tipos coloniais foram analisados por microscopia óptica 
a partir de esfregaços corados pelo método de Gram. 
 Todos os tipos coloniais consistiam em pequenas células cocóides 
Gram negativas, de difícil visualização e distinção (Figura 9). Em algumas 
anostras, foram observadas regiões de coloração mais intensa, sugerindo a 
presença de matriz extracelular, embora a observação de outros campos 
permitisse distinguir diferentes camadas celulares, sem a presença de matriz. 
 A análise de um esfregaço corado, preparado a partir de células de 
Bacillus sp. e da colônia delta revelou a significativa diferença de tamanho 
entre as amostras utilizadas (Figura 10), com as células bacterianas exibindo 
dimensões consideravelmente maiores e mais intensamente coradas que 





Figura 9. Preparações coradas pelo método de Gram das colônias Pi e 
Delta, observadas ao microscópio óptico comum. Fotos realizadas com 
câmera semi-profissional Nikon D50, 6.2 megapixel. 
 
Figura 10. Preparação de células de Bacillus sp. e da colônia Delta, 
analisadas ao microscópio óptico comum. Seta azul: células de Bacillus 
sp.; Seta vermelha: células da colônia Delta. Foto realizada com câmera 
profissional Canon T1i 18 megapixel. 
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 4.3.2. Microscopia eletrônica de varredura - MEV 
 Para a realização dessas análises, foram selecionadas as colônias 
Alfa, Delta e Psi, com base nos resultados preliminares observados em 
análises de microscopia e sequenciamento de DNA.  
 A análise das imagens obtidas confirmaram o tamanho e morfologia 
das células, quando observadas ao microscópio óptico. Todas as amostras 
consistiam em células cocóides, ligeiramente alongadas, de tamanho inferior 
a 1 µm, como ilustrado nas Figuras 11 a 14.  
 
 





Figura 12. Microscopia Eletrônica de Varredura de células da colônia 
Delta.    
 





 Em um dos campos da amostra Delta foi possível observar a 
presença de células com características distintas (Figura 14). Estas células 
possuíam morfologia bacilar e tamanho de aproximadamente 3 µm, 
consideravelmente maior que as observadas nos demais campos, 
evidenciando a ocorrência de co-cultura. 
  
 
Figura 14. Microscopia Eletrônica de Varredura da amostra Delta. A seta 
vermelha destaca as células bacilares de maior tamanho.  
 
 As células de Delta e Psi ainda revelaram uma característica 
interessante, que consistia na presença de projeções celulares de aspecto 
filamentoso, aparentemente promovendo a conexão intercelular ou adesão 
das células ao substrato (Figura 15). Projeções semelhantes, envolvidas na 
adesão das células ao substrato ou até mesmo em processos de 
comunicação intercelular foram descritas em Pyrococcus furiosus (Näther et 
al., 2006) e Methanococcus maripaludis (Jarrell et al., 2011).  
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Figura 15. Microscopia Eletrônica de Varredura da amostra Delta. A seta 
vermelha destaca as conexões intercelulares presentes em algumas das 
amostras analisadas.  
 
 Análises microscópicas destas culturas em momentos posteriores 
não revelaram a presença dos apêndices na cultura Psi, enquanto em Delta 
ainda foi possível detectá-las, porém em número consideravelmente menor.  
 Estudos adicionais são necessários, a fim de se verificar a contínua 
presença, além da natureza, composição e função de tais projeções 
celulares.  
 
 4.3.3. Microscopia eletrônica de transmissão - MET 
 O método de contrastação negativa para a microscopia eletrônica de 
transmissão é recomendado para lisados celulares ou para amostras com 
espécimes de pequeno tamanho (Baldani et al., 1998). Aliado a isso, a 
pequena disponibilidade de células cultivadas impossibilitou os protocolos de 
contrastação positiva, tornando a negativa uma melhor opção para o estudo 
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das amostras. Nesse caso, a contrastação ocorre quanto os metais pesados 
utilizados, como acetato de uranila, vapor de ósmio, ouro ou ácido 
fosfotungísco (PTA), são depositados sobre a amostra.   
 As amostras utilizadas nesses experimentos foram escolhidas 
segundo resultados preliminares de sequenciamento de DNA e também 
como complementação das análises de MEV, no caso da amostra Delta. No 
período de realização das análises por MET, havia sido obtido o 
sequenciamento da amostra Pi, que sugeria ser esta amostra um bom 
candidato para análises posteriores, apesar de seu difícil manuseio.  
 Na amostra Delta (Figura 16), foram observadas células de tamanho 
e forma similares aos observados na microscopia eletrônica de varredura. Em 
áreas internas das células foram detectados campos de menor 
eletrodensidade, enquanto nas áreas periféricas, foi possível observar-se 
regiões mais eletrondensas. Os cristais ao redor das células correspondem à 
precipitação de cristais de tetróxido de ósmio. 
 
 
Figura 16. Microscopia Eletrônica de Transmissão da amostra Delta, 
contrastada com tetróxido de ósmio. Campo (A) com aumento de 25000x, 
e (B) de 50000x. 
 
  O acetato de uranila é comumente utilizado em protocolos de 
preparação de amostra para microscopia eletrônica pela sua capacidade de 
interação com lipídeos e proteínas, permitindo a fixação do material biológico 
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e, ao mesmo tempo a contrastação da amostra, por tratar-se de um metal 
pesado (Pandithage, 2013).  A amostra Pi revelou a presença de células 
arredondadas, com a parte central menos eletrodensa envolta por um halo de 
maior eletrodensidade. Embora o tempo de secagem das amostras tenha 
sido de aproximadamente 24 horas, recomendado para contrastações 
negativas com acetato de uranila,  quando a amostra foi submetida ao feixe 
de elétrons do microscópio, regiões menos eletrodensas das células foram 
rompidas pelos feixes, indicando a presença de água na amostra (Figura 17). 
 
 
Figura 17. Microscopia Eletrônica de Transmissão da amostra Pi, 
contrastada com acetato de uranila. Campo (A) com aumento de 8000x, e (B) 
de 25000x. A seta vermelha indica a célula de Pi.  
 
    
 4.3.4. Microscopia de força atômica - MFA 
  A escolha das amostras seguiu os mesmos critérios anteriormente 
utilizados, com base no aspecto macroscópico das colônias e 
sequenciamento de DNA. Por esta razão, novamente as amostras Delta e Pi 
foram selecionadas para tal análise, mas apenas a amostra Pi resultou em 
imagens de qualidade.  
 As análises realizadas por MFA da amostra Pi confirmaram as 
características anteriormente verificadas, revelando células de tamanho 
diminuto e morfologia cocóide. Foi também possível verificar que as células 
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apresentavam superfície relativamente lisa e homogênea, como ilustrado na 
Figura 18.  
 
 
Figura 18. Microscopia de Força Atômica da amostra Pi. O campo (A) 
consiste em uma imagem bidimensional, enquanto o campo (B) 
corresponde apor uma imagem tridimensional.  
 
 
4.4. Filogenia Molecular das colônias obtidas 
 4.4.1. Extração de DNA  
 A extração de DNA das colônias, realizada por meio do kit Wizard® 
SV 96 GENOMIC DNA Purification System (Promega™), apresentou 
eficiência variável para as diferentes amostras. Quando avaliadas em gel de 
agarose 1% corado com brometo de etídeo (Figura 19), foi possível observar 
fragmentos de alta massa molecular, com pequeno grau de degradação, em 
todas as amostras. No entanto, a extração mostrou-se menos eficiente para 




Figura 19. Perfil eletroforético do DNA extraído das diferentes colônias. 




 A concentração de DNA dessas amostras foi determinada em 
espectrofotômetro Nanovue, que revelou razões variáveis entre as 
concentrações ácidos nucleicos e proteínas obtidos na extração, indicando a 
presença de contaminantes, provavelmente de natureza protéica, em 
algumas destas (Tabela 11). 
 
Tabela 11. Concentração de DNA extraído das colônias 
Amostra Alfa Beta Delta Eta Kappa Lambda 
Conc. de DNA 
(ng/µL) 1,6 1 1,7 1 4,7 5,2 
Razão 260/280 0,244 0,05 2,048 2,167 0,0823 0,705 
 
Amostra Mi Pi Rho Psi Omega 
Conc. de DNA 
(ng/µL) 10,9 2 4,7 4,2 6,8 
Razão 260/280 2,439 0,537 1,175 0,987 1,184 
 
 
 Em virtude da diversidade de paredes celulares presentes no Domínio 
Archaea, não há consenso em relação ao método mais eficiente de extração 
de DNA para estes organismos. Por esta razão, os protocolos podem 
empregar procedimentos à base de agentes químicos, tais como álcool, 
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clorofórmio e fenol para membros da família Halobacteriaceae (Yildiz et al, 
2012; Jung et al, 2014); procedimentos realizados com agentes químicos e 
físicos (“beads”), como para Nitrosotalea devanaterra (Lehtovirta-Morley et al, 
2011); centrifugação em gradiente de cloreto de césio para Picrophilus 
oshimae (Schleper, 1995) e extrações realizadas com variados kits, como de 
extração de DNA de plasma sanguíneo (French et al, 2012). Embora o kit 
Wizard® SV 96 GENOMIC DNA Purification System (Promega™) tenha sido 
desenvolvido para extração de DNA de células eucarióticas, especialmente 
de tecidos animais, relatos de colaboradores indicavam sucesso na obtenção 
de DNA bacteriano e, por esta razão, foi adotado como protocolo padrão de 
extração de DNA neste trabalho. Contudo, outros protocolos deverão ser 
avaliados, visando a obtenção de DNAs com maior grau de pureza.  
 
 4.4.2. PCR dirigidas aos genes de rRNA 16S de Archaea e Bacteria e 
amoA  
 Com o objetivo de caracterizar filogeneticamente amostras de 
plâncton de ambientes costeiros, DeLong utilizou, em 1992, o par de 
iniciadores Arch21f – Arch958r, que amplifica uma região do gene de rRNA 
16S de representantes do Domínio Archaea. A partir de então, este par 
passou a ser amplamente utilizado a partir de amostras dos mais variados 
ambientes, desde gelo da Antártica (Cowie et al, 2011) até canais poluídos 
no Egito (Elsaied, 2014). Além disso, trabalhos realizados por nosso grupo 
utilizaram com sucesso esse par de iniciadores em estudos de caracterização 
filogenética de amostras de solo (Catão et al, 2013) e de sedimentos 
lacustres do Cerrado (Rodrigues et al., 2014).  
 Todavia, o emprego do par 21f – 958r nos ensaios de PCR com DNA 
extraído das colônias não resultou na amplificação visível de fragmentos de 
DNA. Por esta razão, um protocolo de Nested PCR foi empregado, utilizando-
se na primeira amplificação os iniciadores 21f – 958r e, em seguida, os 
iniciadores 519f – 915r (Vissers et al, 2009). Tal procedimento, gerou 
fragmentos de DNA do tamanho esperado, de aproximadamente 400 pares 




Figura 20. Perfis eletroforéticos de alguns dos amplicons gerados nos 
ensaios de PCR dirigidos ao gene de rRNA 16S das colônias. Gel de agarose 
1% corado com brometo de etídeo. Marcador de massa molecular 1kb plus 
ladder (Invitrogen).  
 
 O DNA extraído das colônias também foi submetido a ensaios de 
PCR com  os iniciadores 27f – 1492r, específicos o gene de rRNA 16S de 
Bacteria. A análise dos produtos gerados revelou a presença de fragmentos 
de DNA do tamanho esperado (aproximadamente 1400pb) em todas as 
amostras. 
 Os ensaios de PCR dirigidos ao gene amoA resultaram na 
amplificação de fragmentos de DNA de cerca de 635 pares de bases a partir 
das amostras Eta, Kappa, Lambda, Mi, Pi e Ômega, como ilustrado na 
Figura 21. 
 
Figura 21. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo, com os 
amplicons gerados nos ensaios de PCR dirigidos ao gene amoA. 
Marcador de massa molecular: 1kb plus ladder (Invitrogen). 
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 4.4.3. Análises de Bioinformática 
 Os fragmentos de PCR amplificados nos ensaios dirigidos aos genes 
de rRNA 16S de Archaea e Bacteria e amoA foram purificados e enviados 
diretamente ao sequenciamento de DNA, sem qualquer etapa de clonagem 
prévia.  
 4.4.4. Análise de qualidade das sequências de DNA 
 As sequências de DNA relativas aos genes de rRNA 16S de Archaea 
e Bacteria, bem como aquelas referentes ao gene amoA foram consideradas 
válidas quando apresentavam valores de PHRED maior que 20 em 250 
nucleotídeos. Como a sequência relativa ao gene de rRNA 16S de Archaea 
da colônia Beta não apresentou tal qualidade, foi descartada das análises 
subsequentes, restando assim 10 tipos coloniais, que foram submetidos às 
demais análises filogenéticas. 
 
 4.4.5. Classificação taxonômica preliminar das colônias, segundo o 
Ribossomal Database Project (RDP) 
 As sequências de DNA relativas ao genes de rRNA 16S de Archaea 
obtidas dos 10 tipos coloniais foram analisadas pela ferramenta Classifier e 
apresentaram identidade com o Domínio Archaea, com limite de confiança de 
90% (Tabela 12).  
 
Tabela 12. Valores de confiança obtidos nos alinhamentos das sequências 
do gene de rRNA 16S de Archaea, com a ferramenta Classifier. 
Alfa: Archaea 100%  
Delta: Archaea 99%  
Eta: Archaea 100% - Thaumarchaeota 95% - Nitrosopumilales 91% - Nitrosopumilaceaea 91% - Nitrosopumilus 91% 
Kappa: Archaea 98% - Thaumarchaeota 90%  
Lambda: Archaea 99% - Thaumarchaeota 90% - Nitrososphaerales 90% - Nitrososphaeraceae 90% - Nitrososphaera 90% 
Mi: Archaea 100% - Thaumarchaeota 100% - Nitrosopumilales 99% - Nitrosopumilaceae 99% - Nitrosopumilus 99% 
Pi: Archaea 100% - Thaumarchaeota 100% - Nitrososphaerales 100% - Nitrososphaeraceae 100% - Nitrososphaera 100% 
Psi: Archaea 100%  
Rho: Archaea 100% - Crenarchaeota 95% - Thermoprotei 95% 
Ômega: Archaea 100% - Thaumarchaeota 100% - Nitrosopumilales 98% - Nitrosopumilaceae 98% - Nitrosopumilus 98% 
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 A colônia Rho foi classificada no filo Crenarchaeota; Eta, Kappa, 
Lambda, Mi, Pi e Ômega no filo Thaumarchaeota, enquanto Alfa, Delta e Psi 
foram definidas como Archaea não classificadas. 
 Dentre as seis sequências (Eta, Kappa, Lambda, Mi, Pi e Ômega) 
que apresentaram identidade com o filo Thaumarchaeota, cinco foram 
classificadas até o nível de gênero. As amostras Eta, Mi e Ômega foram 
classificadas como pertencentes ao gênero Nitrosopumilus, enquanto 
Lambda e Pi como Nitrososphaera. Como estes dois gêneros consistem em 
AOAs, os resultados sugerem que a escolha de amostras contendo 
componentes do sistema de filtração do aquário seja adequada para o cultivo 
deste tipo de  organismos. Este resultado é também condizente com estudos 
que descrevem a ocorrência de AOAs em aquários de água doce (Hurakawa 
et al, 2008; Sauder et al., 2011).  
 A amostra Rho foi classificada como pertencente à classe 
Thermoprotei, do filo Crenarchaeota. Um ponto a ser considerado a respeito 
da ferramenta Classifier consiste na recente inclusão do filo Thaumarchaeota 
em suas análises de alinhamento. Archaeas mesófilas eram anteriormente 
divididas em três grupos, denominados I, II e III, sendo o grupo I associado 
ao filo Crenarchaeota e os grupos II e III associados ao filo Euryarchaeota 
(DeLong et al., 1996). O filo Thaumarchaeota foi incluído no banco de dados 
do RDP apenas recentemente, onde o grupo I seria dividido em sub-grupos 
1.1a, que engloba isolados de ambientes predominantemente aquáticos; 
1.1b, isolados predominantemente de solos e 1.1c, isolados principalmente 
de solos ácidos. Uma possível explicação para a classificação de Rho no filo 
Crenarchaeota poderia ser devido ao número ainda pequeno (cerca de 4000 
– em abril de 2015) de sequências de genes de rRNA 16S de 
Thaumarchaeota depositadas neste banco de dados.  
 Paralelamente, as sequências relativas ao gene de rRNA 16S de 
Bacteria, obtidas a partir dos 10 tipos coloniais foram submetidas ao mesmo 




Tabela 13. Valores de confiança obtidos nos alinhamentos das sequências 
do gene de rRNA 16S de Bacteria, com a ferramenta Classifier. 
Alfa: Bacteria 100% - Proteobacteria 100% - Betaproteobacteria 100% - Burkholderiales 100% - Burkholderiaceae 100% - Pandoraea 100%  
Delta: Bacteria 100% - Proteobacteria 100% - Betaproteobacteria 100% - Burkholderiales 100% - Burkholderiaceae 100% - Pandoraea 100% 
Eta: Bacteria 100% - Proteobacteria 100% - Betaproteobacteria 100% - Burkholderiales 100% - Burkholderiaceae 100% - Cupriavidus 100% 
Kappa: Bacteria 100% - Proteobacteria 100% - Betaproteobacteria 100% - Burkholderiales 100% - Burkholderiaceae 100% - Pandoraea 100% 
Lambda: Bacteria 100% - Proteobacteria 100% - Betaproteobacteria 100% - Burkholderiales 100% - Burkholderiaceae 100% - Pandoraea 100% 
Mi: Bacteria 100% - Proteobacteria 100% - Betaproteobacteria 100% - Burkholderiales 100% - Burkholderiaceae 100% - Cupriavidus 100% 
Pi: Bacteria 100% - Proteobacteria 100% - Betaproteobacteria 100% - Burkholderiales 100% - Burkholderiaceae 100% - Pandoraea 100%  
Psi: Bacteria 100% - Proteobacteria 100% - Betaproteobacteria 100% - Burkholderiales 100% - Burkholderiaceae 100% - Pandoraea 100%  
Rho: Bacteria 100% - Proteobacteria 100% - Betaproteobacteria 100% - Burkholderiales 100% - Burkholderiaceae 100% - Pandoraea 100%  
Ômega: Bacteria 100% - Proteobacteria 100% - Betaproteobacteria 100% - Burkholderiales 100% - Burkholderiaceae 100% - Pandoraea 100%  
 
 Em todas as amostras foi possível atingir a classificação em nível de 
gênero, com oito sequências (das colônias Alfa, Delta, Kappa, Lambda, Pi, 
Psi, Rho e Ômega), carcterizadas como Pandoraea e duas (de Eta e Mi) 
como Cupriavidus, confirmando assim a ocorrência de co-cultivos em todas 
as colônias selecionadas.  
 O gênero Pandorea, é composto por bactérias Gram negativas 
móveis, com flagelação polar, redutoras de nitrito e nitrato, primeiramente 
descrito em 2000 (Coenye et al., 2000). Este genêro foi proposto a partir de 
estudos taxonômicos polifásicos de isolados anteriormente identificados 
como pertencentes ao complexo Burkholderia cepacia, a partir de culturas de 
amostras de escarro de pacientes de fibrose cística (FC), solo e água. Desde 
a sua descrição, estes organismos são associados a casos de 
multirresistência a drogas, principalmente em casos clínicos de FC 
(Jørgensen, et al, 2003; Martínez-Lamas et al., 2011; Kokcha et al., 2013). O 
gênero Cupriavidus é composto por bactérias Gram negativas móveis, 
fixadoras de nitrogênio atmosférico, redutoras de nitrato, encontradas em 
solos e ambientes aquáticos (Balachandar et al, 2007; Coelho et al., 2007; 
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Mou, 2013), e que também se caracterizam por apresentar multirresistência a 
agentes antimicrobianos (Karafin et al., 2010; Lehtovirta-Morley et al., 2011; 
Florentino et al., 2012).  
 A propriedade de multirresistência destes dois gêneros poderia 
explicar a impossibilidade de obtenção de culturas puras de Archaea neste 
trabalho. Tal resultado confirma a dificudade na obtenção de culturas puras 
de archaeas não extremas de amientes mesófilos, uma vez que a grande 
maioria dos trabalhos nesta área relata a obtenção de co-cultivos (De la Torre 
et al., 2005; Hatzenpichler  et al., 2008; Blainey et al., 2011; Jung et al., 2011; 
Lebedeva et al, 2013). 
 No caso do cultivo de Nitrosocaldus yellowstonii, mesmo com uso de 
antibióticos e citometria de fluxo, os isolados ainda encontravam-se 
associados em co-cultura a mais de quatro diferentes bactérias termófilas (De 
la Torre et al., 2008). No caso de Nitrosoarchaeum koreensis, foi utilizada 
uma extensa gama de antimicrobianos, sem sucesso (Jung et al., 2011). 
Assim, a presença de bactérias reconhecidamente multirresistentes 
(Burkholderia sp., Cupriavidus sp, e Pseudomonas) representa ainda um 
desafio à obtenção de culturas puras de Archaea.  
 
 4.4.6. Construção da Árvore Filogenética das culturas de Archaea, 
com base no gene de rRNA 16S  
 A árvore filogenética foi construída a partir do alinhamento de 
sequências do gene de rRNA 16S que, após as edições necessárias, 
apresentavam 250 nucleotídeos, sendo o resultado apresentado na Figura 
22.  
 Uma vez que análises prévias demonstraram que as culturas Mi e 
Ômega correspondiam a um mesmo organismo, a amostra Ômega foi omitida 




Figura 22. Árvore filogenética das sequências do gene de rRNA 16S a 
partir das culturas obtidas. A construção utilizou o método de Neighbor 
Joining e modelo de Jukes-Cantor. A sua robustez foi verificada com 
bootstrap de 1000 réplicas. A escala indica a distância de similaridade 
entre os ramos.A bactéria Pandoraea pnomenusa foi utilizada como grupo 
externo. A escala indica a distância de similaridade entre os ramos. 
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 As colônias Eta e Mi/Ômega agruparam-se próximas a os gêneros 
Nitrosopumilus, Nitrosoarchaeum e Cenarchaeum, classificadas como 
Thaumarchaeota do grupo I.1a.  
 Outro agrupamento foi formado pela amostra Pi e sequências de 
archaeas não cultivadas de como plantações de arroz (KM096491), águas 
residuais de áreas construídas (KJ467764) e amostras de lagos de água 
doce (KC753283). Esta amostra posiciona-se paralelamente ao clado 
contendo duas espécies de Nitrososphaera, que são Thaumarchaeotas do 
grupo I.1b. Os gêneros Nitrosopumilus e Nitrososphaera consistem em AOAs 
e os altos valores de bootstrap dos agrupamentos contendo as colônias Eta, 
Mi/Ômega e Pi corroboram a possível ocorrência de metabolismo de 
nitrogênio nestas amostras, uma vez que todas foram positivas para o gene 
amoA.  
 O baixo valor de bootstrap não permite qualquer inferência sobre o 
posicionamento da colônia Alfa, enquanto Rho, Delta e Psi foram agrupadas 
próximas a sequências de thaumarchaeotas não cultivadas de água 
(FJ351248), sedimento (HM244245) e solo (AB161334).  
 As colônias Kappa, e Lambda formaram um grande clado composto 
apenas por sequências de Thaumarchaeota não cultivadas. Com altos 
valores de bootstrap, Lambda apresenta forte afiliação com sequências 
isoladas de solos (EF021965 – AM292027/25/23), enquanto Kappa, com 
valores mais baixos, afilia-se a amostras de plantações de arroz (KC784871), 
solo (JF917266) e ecossistemas cavernícolas (KM214015).  
 Vale ressaltar, no entanto, que as colônias Kappa e Lambda também 
geraram amplicons nos ensaios de PCR dirigidos ao gene amoA, cuja 
identidade foi confirmada após o sequenciamento desses fragmentos.  
 A distribuição das diferentes colônias em clados que contém 
organismos mesófilos pertencentes ao filo Thaumarchaeota é esperada, 
dadas as características não extremófilas do aquário e pelas condições de 
cultivo utilizadas, com meios de cultura em pH neutro e temperatura a 28ºC.  
 
4.4.7. Filogenia dos tipos coloniais, com base no gene amoA  
 Como mencionado anteriormente, seis tipos coloniais (Eta, 
Mi/Ômega, Pi, Kappa e Lambda) geraram amplicons de tamanho esperado 
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nos ensaios de PCR dirigidos ao gene amoA, cuja identidade foi confirmada 
após o sequenciamento de DNA, que revelou identidade de cerca de 99% 
com archaeas não cultivadas. No entanto, quando estas sequências foram 
alinhadas entre si revelaram ser idênticas.  
 Tal resultado está totalmente em desacordo com aquele da árvore 
filogenética baseada no gene de rRNA 16S, uma vez que o gene amoA vem 
sendo utilizado como um marcador filogenético confiável e com grande poder 
de resolução para Archaea (Pester et al., 2012). 
 Quando uma análise preliminar foi realizada com o gene amoA obtido 
a partir dos tipos coloniais positivos, os resultados inidicaram que 
possivelmente se trate de uma nova espécie de Archaea, uma vez que a 
sequência não agrupou-se a qualquer das AOAs já cultivadas. 
 Considerando-se que todas as sequências de DNA utilizadas nas 
análises referentes ao genes de rRNA 16S e amoA apresentavam qualidade 
satisfatória, uma possível explicação para tal resultado poderia ser 
(excetuando-se qualquer possível erro quando do envio das amostras para o 
sequenciamento) o tamanho e região amplificada pelos iniciadores dirigidos 
ao gene de rRNA 16S. 
 Os iniciadores 519f - 915r geram um fragmento de DNA de 
aproximadamente 400 pares de bases, que contém duas regiões 
hipervariáveis (V2 e V3) e uma região conservada do gene de rRNA 16S. 
Estes iniciadores apresentam baixo poder de resolução, uma vez que sua 
utilização por nosso grupo em trabalhos anteriores, sem utilizar a técnica de 
Nested PCR, resultou na amplificação de um número expressivo de 
sequências de DNA bacterianas. 
 Assim, novos ensaios de PCR dirigidos ao gene de rRNA 16S de 
Archaea deverão ser realizados, empregando-se iniciadores com maior poder 




4.5. Filogenia Molecular da Amostra do Aquário 
 4.5.1. Extração de DNA   A extração de DNA total da amostra apresentou baixa eficiência, 
confirmada pelo perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado em 
brometo de etídeo (10 mg/ml) (Figura 23). No entanto, a moastra obtida 
apresentava pequeno grau de degradação, característica favorável aos 
ensaios subsequentes de PCR.   
 
Figura 23. Perfil eletroforético da extração de DNA da amostra do 
aquário. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo (LM = Low 
Mass DNA Ladder, Invitrogen).  
 A baixa eficiência da extração foi confirmada pelas leituras realizadas 
em espectrofotômetro Nanovue® (Tabela 14).  
 
Tabela 14. Concentração da amostra de DNA total do aquário 
Amostra Aquário 
Conc de DNA 
(ng/µL) 9,3 
Razão 260/280* 1,269 
 
 4.5.2. PCR dirigida ao gene de rRNA 16S 
 O DNA extraído foi submetido ao mesmo protocolo de Nested PCR 
descrito para o DNA extraído das colônias e gerou fragmentos do tamanho 





Figura 24. Perfil eletroforético do fragmento gerado no ensaio de PCR. Gel 
de agarose 1% corado com brometo de etídeo. Marcador de massa 
molecular 1kb plus ladder (Invitrogen). 
 
 4.5.3. Transformação de células de Escherichia coli DH5α e seleção 
de clones recombinantes  
 Os fragmentos de aproximadamente 400 pb amplificados foram 
ligados ao vetor pGEM-T Easy e utilizados na transformação de células de E. 
coli DH5α por meio da técnica de choque térmico.  
 Foram selecionados 96 clones recombinantes, os quais foram 
cultivados em meios líquidos e posteriormente estocados a -20ºC, em glicerol 
na concentração final de 35%.  
 
 4.5.4. Extração de DNA plasmidial por lise alcalina dos clones 
recombinantes  
 Os clones recombinantes tiveram o seu DNA plasmidial extraído para 
posterior sequenciamento. O perfil eletroforético das amostras revelou 
excelente eficiência na extração destes DNAs plasmidiais, conforme ilustrado 
para alguns clones, na Figura 25. 
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Figura 25. Perfil eletroforético do DNA plasmidial extraído de clones 
recombinantes aleatorios da biblioteca do gene de rRNA 16S. Gel de 
agarose 1% corado com brometo de etídeo (Low Mass DNA Ladder: 
Invitrogen).  
 4.5.5. Análises de Bioinformática 
 Os 96 clones recombinantes foram enviados ao sequenciamento 
automático de DNA e destes, foram selecionadas 74 sequências que 
apresentavam valor de PHRED maior que 20, em 250 nucleotídeos. 
 
 4.5.6. Classificação taxonômica preliminar da biblioteca genômica, 
segundo o Ribossomal Database Project (RDP) 
 As 74 sequências geradas a partir da biblioteca de clones do aquário 
foram também analisadas com a ferramenta Classifier do banco de dados do 
RDP, com limite de confiança de 90%. Foram obtidas 71 (98,6%) sequências 
classificadas como pertencentes ao Domínio Archaea, sendo 70 destas 
(97,2%) classificadas como Thaumarchaeota e uma como Archaea não 
classificada. Dentre os representantes do filo Thaumarchaeota, seis clones 
(8,4%) foram classificados no gênero Nitrososphaera. As 64 amostras 
restantes (89,6%) permaneceram como Thaumarchaeota não classificadas.  
 Estes resultados estão em desacordo com dados de diversidade 
obtidos em trabalhos envolvendo a análise de comunidades de aquários de 
água doce e salobra. Bagchi e colaboradores descreveram a comunidade de 
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sete aquários, revelando afiliações filogenéticas com diversos gêneros 
nitrificantes, entre eles Nitrosopumilus, Nitrosoarchaeum e Nitrososphaera 
(Bagchi et al, 2014). 
 Considerados os vieses intrínsecos à metodologia de PCR e o fato 
da amostra que deu origem à biblioteca genômica ter sido distinta daquela 
utilizada como inóculo para obtenção das culturas, poderíamos especular que 
estas amostras refletiam microhabitats distintos, cujas composições eram 
qualitativa e quantitavemente distintas. 
 
 4.5.7. Análise de α-diversidade da comunidade do aquário 
 As 71 sequências classificadas como Archaea foram utilizadas para 
análise de α-diversidade do aquário, com o objetivo de estabelecer uma 
correlação entre os microrganismos cultivados e a diversidade encontrada no 
aquário. O conceito de diversidade refere-se à riqueza e uniformidade das 
espécies em uma comunidade (Barros, 2007). Tendo isso em mente, pode-se 
então definir alfa-diversidade como o parâmetro ecológico utilizado para 
descrever a riqueza de espécies encontradas em único local (Tuomisto, 
2010). 
 Devido à dificuldade inerente à classificação de organismos 
procarióticos como “espécie“, o termo unidade taxonômica operacional (OTU) 
(Coenye et al., 2005) é utilizado, pois refere-se a um conjunto de linhagens 
que compartilham alto grau de similaridade em várias características 
independentes. Os graus de similaridade para o gene de rRNA 16S que 
definem os diferentes táxons empregados nas análises de α-diversidade 
foram propostos por Scholss e Handelsman, em 2004. Assim, sequências de 
DNA com 3% de dissimilaridade são consideradas como de uma mesma 
espécie, enquanto organismos com 5% de dissimilaridade em suas 
sequências são considerados apenas do mesmo gênero. Caso as 
sequências apresentem 10% de dissimilaridade, os organismos são 
agrupados em uma mesma classe/família. Por fim, sequências com 20% de 
dissimilaridade são consideradas como pertencentes a organismos do 
mesmo filo.   
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 Foram também calculados, pelo programa MOTHUR, os índices de 
riqueza CHAO e ACE. O índice CHAO (Barros, 2007) estima a riqueza da 
amostra a partir do número de OTUs representadas por apenas um e dois 
indivíduos nas amostras (singletons e doubletons, respectivamente). O índice 
ACE (Chao & Lee, 1992), por sua vez, estima a riqueza com base no grau de 
cobertura da mesma. Curvas representativas de boas coberturas de 
amostras apresentam a tendência de atingir o platô no gráfico, demonstrando 
um número suficiente de sequências ambientais. Espera-se que, após esse 
platô ser atingido, novas sequências não seriam mais encontradas no 
ambiente. Por se tratarem de índices que estimam valores de riqueza, não é 
incomum que seus valores excedam os valores de diversidade observados 
na amostragem. 
 As 71 sequências geraram 18 OTUs para o índice de dissimilaridade 
de 3%, 14 singletons e 2 doubletons. Os valores de riqueza representados 
pelos índices de CHAO e ACE indicam uma comunidade pouco diversa na 
amostra analisada (Tabela 15).  
 
Tabela 15. Índices de riqueza (Chao e Ace) da amostra do aquário  
Índice de dissimilaridade Sequências sobs chao ace Cobertura 
3% 71 18 50 58 80,28% 
5% 71 9 11 15 92,95% 
10% 71 5 6 11 95,78% 
20% 71 2 2 2 100% 
 
 Para se estimar a cobertura da amostragem obtida na comunidade 
do aquário, foi construída uma curva de rarefação, também por meio do 
programa MOTHUR. A cobertura de amostragem foi avaliada seguindo os 
valores de dissimilaridade descritos anteriormente: 3% para espécie, 5% para 
gênero, 10% para classe e 20% para filo.   
 A curva de rarefação obtida (Figura 26) sugere que as 71 sequências 
utilizadas tenham sido suficientes para os níveis taxonômicos de gênero, 
classe e filo, visto que estas curvas parecem próximas de atingir o platô. Em 
nível de espécie, provavelmente seria necessário um maior número de 





Figura 26. Curva de rarefação relativa aos clones da biblioteca de DNA 
do aquário. Índices de dissimilaridade de 3%, 5%, 10% e 20%. 
 
 4.5.8. Construção da Árvore Filogenética da biblioteca genômica do 
aquário, baseada no gene de rRNA 16S  
 Como a construção da biblioteca de clones do aquário teve como 
objetivo a comparação entre o ecossistema do aquário e as colônias obtidas, 
foi construída uma árvore filogenética contendo as OTUs representativas do 
aquário e as sequências de DNA das colônias obtidas, a partir do método de 
máxima verosimilhança e modelo Tamura 3-parâmetros. Como todas as 
colônias geraram sequências de Thaumarchaeota, nesta árvore foram 




Figura 27. Árvore filogenética construída a partir das sequências do gene 
de rRNA 16S das OTUs representativas do aquário e as sequências das 
colônicas cultivadas. As OTUs das amostras Aq1 e Aq2 foram formadas 
por 37 e 16 sequências, respectivamente. A construção se deu por 
método de Máxima Verossimilhança e modelo Tamura 3-parâmetros. A 
sua robustez foi verificada com bootstrap de 1000 réplicas. Um exemplar 
bacteriano (Pandoraea pnomenusa) foi utilizado como grupo externo. A 
escala indica a distância de similaridade entre os ramos. 
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 Curiosamente, nenhuma das sequências referentes às colônias foi 
incluída nas OTUs geradas a partir da biblioteca genômica do aquário. Tal 
fato pode ser devido às diferenças qualitativas das duas amostras utilizadas, 
uma vez que foram coletadas a partir de sítios distintos.  
 Globalmente, as análises revelam uma pequena diversidade 
encontrada no aquário, com uma grande quantidade das OTUs agrupando-se 
com sequências de Nitrosotalea devanaterra, uma AOA acidófila, inicialmente 
descrita a partir de solos de agricultura, considerada modelo para estudos de 
ecossistemas ácidos. No entanto, sequências de DNA relacionadas a este 
gênero já foram recuperadas de ambientes aquáticos, como lagos 
oligotróficos (Auguet et al., 2012) e lagos eutróficos (Zeng et al., 2014), 
ambos de água doce.  
 É possível observar o agrupamento das sequências Aq4 e Aq13 com 
um clado contendo os gêneros Nitrosopumilus, Nitrosoarcharchaeum e 
Cenarchaeum, assim como as sequências das colônias Mi/Ômega. Além 
disso, observa-se o agrupamento da amostra Aq11 com o gênero 
Nitrososphaera, resultado também encontrado quando do uso da ferramenta 
Classifier do Ribossomosal Database Project (RDP), que indicou a ocorrência 
de 6 clones deste gênero. Ainda de acordo com o RDP, as demais foram 
identificadas como Archaea não classificadas. 
 Novamente deve ser ressaltada a provável limitação da sequência de 
DNA gerada pelos iniciadores utilizados para amplificar os genes de rRNA 
16S. Assim, tal resultado também deve ser considerado apenas preliminar, 
havendo a necessidade de novos experimentos de PCR, com iniciadores 
mais adequados, a fim de permitir inferências filogenéticas mais precisas. 
 
Considerações Finais 
 Os resultados obtidos neste trabalho revelam o potencial de cultivo 
de archaeas em meios artificiais, a partir de amostras de aquários. Nossos 
resultados sugerem a obtenção de pelo menos dois tipos distintos de 
Archaea, uma vez que foram obtidas colônias contendo organismos 
potencialmente envolvidos em processos de nitrificação (positivas para o 





• Foram obtidas culturas de Archaea do filo Thaumarchaeota, a partir de 
uma amostra contendo diferentes componentes de um aquário 
doméstico.  
• As culturas consistem em pelo menos dois tipos metabólicos distintos 
de Archaea, sendo um composto por organismos potencialmente 
nitrificantes e outro por organismos aparentemente não nitrificantes. 
• Todas as colônias obtidas constituíam-se em co-cultivos contendo 
exemplares bacterianos dos gêneros Pandorea ou Cupriavidus. 
• Análises filogenéticas preliminares sugerem que a comunidade de 
Archaea do aquário é pouco diversa. 
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6. Perspectivas  
 
• Utilização de novos iniciadores dirigidos ao gene de rRNA 16S, 
visando a obtenção de sequências com maior poder de resolução, 
para permitir uma caracterização filogenética mais precisa das 
colônias obtidas. 
• A realização de análises de Fluorescent in situ Hybridization (FISH) 
para avaliar a proporção de Archaea e Bacteria nas culturas obtidas.  
• A construção de novas bibliotecas genômicas do aquário, para os 
genes de rRNA 16S e amoA, visando estudos mais amplos de 
filogenia molecular. 
• Utilização de novos agentes antimicrobianos, ou novas estratégias 
visando a obtenção de culturas puras de Archaea. 
• Estabelecimento de condições que permitam um crescimento mais 
eficiente em meios líquidos, a fim de permitir uma melhor 
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